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Uber das Adsorptionsvermégen der Tierkohle und seine 
Bestimmung. 


Von 
Georg Joachimoglu. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 17. Juni 1916.) 


Die therapeutische Anwendung der Kohle und anderer 
amorpher Substanzen (Bolus alba, Talcum) bei der Behandlung 
bakterieller Darmerkrankungen’) und Vergiftungen ist nicht neu. 

Die altere Literatur iiber diesen Gegenstand hat Greef?*) 
vor einigen Jahren zusammengestellt. Man ersieht daraus, daB 
schon in den dreibiger und fiinfziger Jahren des vorigen Jahr- 
hunderts die Kohle bei der Behandlung von Sublimat-, Aconitin-, 
Belladonna-, Phosphorvergiftungen, offenbar mit gutem Erfolg, 
angewandt worden ist. Scheibler*) hat im Jahre 1836 Ruhr- 
kranke mit Lindenkohle behandelt und auch bei den schwersten 
Fallen Heilung erzielt. Die Kohlebehandlung ist allmahlich 
in Vergessenheit geraten, und erst in neuerer Zeit haben ver- 
schiedene Autoren, unter denen ich Wiechowski‘), Adler’), 


*) Man hat auch versucht, Bacillentriger durch Tierkohle bacillen- 
frei zu machen. Die giinstigen Erfahrungen, die Kalberlah, Géronne 
und Lenz bei der Behandlung von Typhusbacillentrigern mit Kohle 
und Jodtinktur bzw. Thymol gemacht haben, konnte Kuhn (Arbeiten 
aus d. Kaiserl. Gesundheitsamt 50, 337, 1916) nicht bestatigen. 

2) F. W. Greef, Experim. Untersuchungen iiber die Beeinflussung 
des Magensaftes durch adsorbierende Stoffe. Inaugural - Dissertation, 
Gottingen 1911. 

3) Zit. nach Greef. 

4) W. Wiechowski, Verhandlungen des deutschen Kongresses fiir 
innere Medizin 1914, 329 und Fortschritte der Medizin 1910, 400. 

5) O. Adler, Verhandlungen d. deutschen Kongresses f. innere 
Medizin 1914, 332 und Wiener klin. Wochenschr. 1912, 788. 
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Starkenstein') nenne, auf die therapeutischen Eigenschaften 
der Kohle aufmerksam gemacht. Fiir das Zustandekommen 
der therapeutischen Wirkung wird das Adsorptionsvermégen 
der Kohle herangezogen, und man stellt sich vor, daB die Kohle 
im Darm die Resorption giftiger Substanzen, sei es einfacher 
chemischer Stoffe oder auch Bakterienprodukte, verhindert. 
Bei der ausgedehnten therapeutischen Anwendung, die nun 
die Kohle in letzterer Zeit gefunden hat, war man bestrebt, 
einerseits mdglichst reine Praéparate anzuwenden, andererseits 
das Adsorptionsvermégen der Kohle zu beriicksichtigen. Denn 
es liegt nahe, daB diejenige Kohle wohl therapeutisch am 
wirksamsten ist, die das gréBte Adsorptionsvermégen aufweist. 

Das Deutsche Arzneibuch erwahnt nur den ,,Carbo Ligni 
pulveratus“, wihrend die Amerikanische Pharmakopée*) drei 
Praparate anfiihrt: Carbo animalis (Knochenkohle), Carbo ani- 
malis purificatus und Carbo ligni. In beiden Pharmakopéen 
werden Priifungsvorschriften angegeben, welche die Feststellung 
der Reinheit der Priparate bezwecken. Das Adsorptionsver- 
médgen wird nicht beriicksichtigt. Dagegen hat das Oster- 
reichische Ministerium des Innern Priifungsvorschriften bekannt- 
gegeben, nach denen das Adsorptionsvermégen der in der 
Therapie angewandten Kohlen gepriift werden soll. Diese 
Priifungsvorschriften*) lauten: 

a) 0,1 fein gesiebte und bei 120° getrocknete Kohle muB 
mindestens 20 ccm einer 1,5 prom. Lésung von Methylen- 
blauchlorhydrat medicinale (Merck) beim Schiitteln in 
verschlossenem Gefaife innerhalb einer Minute vollstindig 
entfarben (keine Filtration). 

b) Wird eine Aufschiittelung von 3,0 g Kohle in 65 ccm 
der unter a) beschriebenen Methylenblaulésung getrunken, 
darf der innerhalb der naichsten 24 Stunden ausgeschiedene 
Harn keine Griinfarbung zeigen. 

Nach der unter a) angefiihrten Vorschrift hat auch E. 
Merck‘) das Absorptionsvermégen eines von ihm unter dem 


1) Starkenstein. Miinch. med. Wochenschr. 1915, 27. 
2) The pharmacopoeia of the United States of America 1915, 89. 
*) Vgl. Pharm. Zeitg. 1915, 147 und Wiechowski, Miinch. med, 
Wochenschr. 1915, 103. 
*) Pharm. Zeitg. 1915, 445. 
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Namen ,Carbo animalis fiir medizinische Zwecke“ in den 
Handel gebrachten Priiparates vorgenommen. Die unter b) 
angefiihrte Vorschrift wird von Merck nicht herangezogen, weil 
sie fiir die pharmazeutischen Laboratorien zu umstandlich wire. 
Ks erscheint mir aber nicht zweckmaBig zu sein, sich mit einem 
Grenzwert zu begniigen, wie er sich aus den obengenannten 
Priifungsvorschriften ergibt, sondern es ist wohl zweckmaBiger, 
das maximale Adsorptionsvermégen der Kohle zu bestimmen, 
damit man auf diese Weise, falls die Bestimmungen unter 
gleichen auBeren Versuchsbedingungen ausgefiihrt sind, Kohlen 
verschiedener Herkunft vergleichen kann. Schiittelt man gleiche 
Mengen zweier Kohlensorten A und B mit dem gleichen Uber- 
schuB einer Methylenblaulésung und bestimmt nach dem 
Schiitteln colorimetrisch das noch in Lésung befindliche Methylen- 
blau, so hat man damit die adsorbierte Methylenblaumenge 
genau bestimmt. Man kann damit angeben, wieviel Methylen- 
blau die Kohle A oder B adsorbiert, womit der Arzt einen 
Aohaltspunkt fiir das Adsorptionsvermégen der verschiedenen 
im Handel vorkommenden Priparate erhilt. Statt Methylen- 
blau zu nehmen, dessen colorimetrische Bestimmung immerhin 
etwas zeitraubend ist, habe ich eine Substanz gewiahlt, deren 
Bestimmung in einfacher Weise mafanalytisch schnell aus- 
fiihrbar ist. Das Verfahren, das ich zur Bestimmung des 
Adsorptionsvermégens der in der Therapie angewandten Kohlen 
vorschlage, ist folgendes: 

0,2 g genau abgewogene Kohle wird mit 50 ccm "/,,-Jod- 
lésung 30 Minuten lang bei gewohnlicher Temperatur in einer 
100 ccm fassenden weithalsigen Flasche mit gut schlieBendem 
Glasstopfen geschiittelt. Nach dem Schiitteln kommt der ganze 
Inhalt der Flasche in ein Zentrifugenrohr und wird 10 Minuten 
lang scharf zentrifugiert. Man entnimmt, nachdem man sich 
davon iiberzeugt hat, da keine Kohlepartikelchen in der 
Fliissigkeit herumschwimmen, 25 ccm aus der Fliissigkeit, bringt 
sie in einen 200 ccm fassenden Erlenmeyer-Kolben und titriert 
das Jod mit "/,,-Thiosulfatlésung. Es sei folgendes Beispiel 
angefiihrt: 0,207 g Kohle werden in der oben angegebenen Weise 
mit 50 ccm "/,,.-Jodlésung geschiittelt, zentrifugiert usw., 25 ccm 
verbrauchen bei der Titration 8,4 ®/,,-Thiosulfat. Die ange- 
wandte Kohle hat demnach 50- (8,4 >< 2) = 33,2 ccm "/,,- 


1* 
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Jodlésung adsorbiert, 0,1 g Kohle demnach = 16,03 ccm 2/,,- 
Jodlésung. 

Die oben angefiihrte Priifungsvorschrift schreibt vor, daB 
man zur Prifung des Adsorptionsvermégens bei 120° ge- 
trocknete Kohle verwenden soll. Abgesehen davon, daB die 
Kohle beim Trocknen ihre molekulare Beschaffenheit andern 
kann, wodurch auch Anderungen in dem Adsorptionsvermégen 
nicht ausgeschlossen sind, wiirde man bei dem sehr verschiedenen 
Wassergehalt der im Handel vorkommenden Priparate kein 
richtiges Bild des Adsorptionsvermégens der Kohle, wie sie am 
Krankenbett zur Anwendung kommt, erhalten; denn der Arzt 
verwendet ja nicht die getrocknete Kohle, sondern die Kohle, 
wie sie von der chemischen Industrie geliefert wird. Es sind 
nun bei einer Reihe von Praparaten Adsorptionsbestimmungen 
und gleichzeitig auch Bestimmungen des Wasser- und Aschen- 
gehaltes vorgenommen worden. 

Die untersuchten Praparate sind folgende: 

. Carbo animalis purissimus ,,Oranje“. 

. Carbo animalis fiir medizinische Zwecke (E. Merck). 

3. Blutkohle, gereinigt (Kahlbaum). 

. Knochenkohle, gepulvert (Kahlbaum),. 

. Buchenholzkohle (Kahlbaum). 

. Lindenkohle (Kahlbaum). 

. Carbovent (Osterr. Verein f. chem. u. metallurgische Pro- 

duktion, Aussig a. E.). 

Es sei bemerkt, daB zur Bestimmung des Wassergehaltes 
in der Weise verfahren wurde, daB 1 g Kohle in einer Platin- 
schale bei 110° bis zur Gewichtskonstanz getrocknet wurden. 
Zur Bestimmung des Aschengehaltes wird ebenfalls 1 g Kohle 
in einer Platinschale verascht. Die Veraschung geht schneller 
vor sich, wenn man das Kohlepulver vorher mit etwas Alkohol 
iibergieBt. Die in der folgenden Tabelle zusammengestellten 
Zahlen sind Mittelwerte aus zwei gut miteinander iiberein- 
stimmenden Bestimmungen. 

Gegen das Verfahren, das zur Bestimmung des Adsorptions- 
vermégens der Kohle angewandt worden ist, ware vielleicht der 
Einwand berechtigt, daB bei der therapeutischen Wirkung der 
Kohle im Darm es sich nicht um Adsorption einfacher chemi- 
scher Verbindungen (Jod), sondern speziell bei den bakteriellen 
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Tabelle I. 





Wasser- |Aschengehalt} Auf wasser- | 0,1 g Kohle 

a der wasser- freie adsorbieren 

Kohlepréparat —— haltig. Kohle} berechnet | ccm */,,.-Jod- 
0 °%lo by losung 








. Carbo animalis 
. 1,2 4 15,94 cem 

. Carbo animalis 
\Merek) .... e 3 , 10,63 » 
3. Blutkohle ger. 
(Kahlbaum) . . 22, 5 : 13,01 

. Knochenkohle ge- 
pulv, (Kahlbaum) 5, 3, 7,69 

5. Buchenholzkohle 
(Kahlbaum) ./. .! 9,39 

. Lindenkohle 


(Kahlbaum) . . 3,9 3,4 485 » 














3,5 
. Carbovent ... 4,5 0,74 0,77 12,07 » 


Erkrankungen des Darmes um hoch molekulare Verbindungen 
handelt (Toxine), und da8 man von vornherein ohne weiteres 
nicht behaupten kann, daB diejenige Kohle, die fiir Jod in 
vitro ein starkes Adsorptionsvermégen aufweist, auch Toxine 
in demselben MaBe adsorbiert. Ich habe deshalb experimentell 
zu vergleichen versucht, ob zwei der oben angefiihrten Kohlen- 
praparate bei der Adsorption von Methylenblau und Tetanus- 
toxin ahnliche Resultate liefern, wie bei dem Jodverfahren. Es 
wurden die unter Nr. 1 und 2 erwahnten Kohlen untersucht 
und zur Bestimmung des Adsorptionsverfahrens fiir Methylen- 
blau folgendermaBen verfahren: 

0,1 g Kohle Nr. 1 wurde mit 50 ccm einer 0,15°/,igen 
Methylenblaulésung (medicinale E. Merck) 30 Minuten lang 
geschiittelt und zentrifugiert, in ahnlicher Weise, wie es oben 
bei dem Jodverfahren angegeben worden ist. 0,5 ccm der 
Methylenblaulésung wurden mit Wasser auf 50 ccm verdiinnt und 
mit einer Methylenblaulésung von bekanntem Gehalt verglichen. 
Am besten geschieht dies in MeBzylindern mit 50 ccm Inhalt 
von gleicher Weite. Die Farbung der erhaltenen Methylenblau- 
losung entspricht der Farbung einer Methylenblaulésung, die in 
50 cem 0,075 Methylenblau enthalt. Demnach waren in 50 ccm 
nach dem Schiitteln 7,5 mg Methylenblau verblieben. Es sind 
adsorbiert 75 — 7,5 = 67,5 mg Methylenblau — 45 ccm der an- 
gewandten 0,15°/,igen Methylenblaulésung. Bei der Kohle 2 
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waren von der gleichen Methylenblaulésung nur 25,64 ecm 
adsorbiert. 

Setzt man das Adsorptionsvermégen der ersten Kohle = 1, 
so betrigt das Adsorptionsvermégen der zweiten Kohle nach 
10,63 


dem Jodverfahren bestimmt: _ 
15,94 


= 0,6668, nach dem Me- 


25,64 
thylenblauverfahren - z -==0,5698. Damit ist erwiesen, dab 


t 


diejenige Kohle, die fiir Jod ein starkes Adsorptionsver- 
mogen aufweist, sich Methylenblau gegeniiber ebenso verhilt. 
Zur Bestimmung der Adsorption von Tetanustoxin') wurden 
50 ccm Toxinlésung 1:10000 mit 0,2 g Kohle 30 Minuten 
lang geschiittelt, dann scharf zentrifugiert, mit physiologischer 
Kochsalzlosung entsprechend verdiinnt und Mausen subcutan 
injiziert. Zunaichst muBte aber die Wirksamkeit des benutzten 
Tetanustoxins festgestellt werden. Man bezeichnet bekanntlich 
die tédliche Minimaldosis fiir Mause, d. h. diejenige Dosis, 
die eine weiBe Maus von ca. 20 g im Laufe von 4 Tagen 
sicher tétet, als eine Toxineinheit. Die zur Bestimmung der 
Wirksamkeit des Tetanustoxins vorgenommenen Versuche sind 
in Tabelle II zusammengestellt. 


Tabelle II. 

Feststellung der Wirksamkeit des Tetanustoxins (Behring). 
Nr. d. | Gewicht | see 
Vein Adee Dies | Toxinlésung | 
suchs PURE x phys. NaCl) 


| nets 
—_——S———- 

| 

| 








Injizierte 
Menge Resultat 

ccm 

Exitus nach 60 Stunden 
” n 60 n 

72 

72 

72 





— 


: 100000 | 
1: 200000 
1: 300000 
1: 400000 
1: 500000 

1: 1000000 

| 1:2000000 | 
1 
1 
1 
1 
1 


. 


: 4000000 
: 5000000 
: 6000000 
: 7000000 | 
: 8000000 | 


0,1 cem der Verdiinnung 1: 6000000 enthalten eine Toxin- 
einheit, demnach entspricht 1 g Tetanustoxin 60000000 Ein- 


wn 
37335 33 33 3 


oe 
KOO ODO CKO 


| 


- 








Sees es ee 


— 
1) 


1) Das Praparat hat uns Exzellenz von Behring in dankenswerter 
Weise zur Verfiigung gestellt. 
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heiten. Die nach der Behandluug der Tetanustoxinlésung 
1:10000 mit Kohle Nr. 1 erhaltenen Resultate ergeben sich 
aus der Tabelle III. 

Tabelle III. 


Feststellung der Wirksamkeit der Tetanustoxinlésung 
1:10000 nach der Behandlung mit Kohle Nr. 1. 








Injizierte 
Menge Resultat 
cem | 


gy by mal | Toxinlésung 
suchs g _ |in phys. NaCl 








10000 0,1 Nach 30 Stunden Exitus 


16 1 

17 1: 100000 0,1 lebt 
16 1: 200000 0,1 a 
19 1: 400000 0,1 - 
18 1: 800000 0,1 “ 
18 1: 1000000 0,1 ” 

0,1 ccm der Verdiinnung 1:10000 enthalten eine Einheit, 
wahrend die gleiche Menge der Verdiinnung 1: 100000") nicht 
letal wirkt. Bei der Kohle 2, mit der unter gleichen Versuchs- 
bedingungen dieselbe Toxinlésung (1: 10000) geschiittelt wurde 
konnte eine so weitgehende Entgiftung derselben nicht fest- 


gestellt werden, wie aus Tabelle IV hervorgeht. 








Tabelle IV. 


Feststellung der Wirksamkeit der Tetanustoxinlésung 
1:10000 nach der Behandlung mit Kohle Nr. 2. 





Nr. d. | Gewicht 


Won. ideo Mane Keermars- 
suchs g in phys. NaCl} 


Injizierte 
Menge Resultat 
ecm 








1 17 1 10000 i Nach 30 Stunden Exitus 
2 16 1 100000 D, » 30 ” . 

3 15 | 1: 200000 | n 50 ” ” 

4 20 | 1: 400000 ; lebt 

5 19 | 1: 800000 | ; ” 

6 19 1: 1000000 | : ” 








Nach der Behandlung mit Kohle Nr. 2 enthalt 0,1 ccm 
auch der Verdiinnung 1: 200000 1 Einheit. Kohle Nr. 1 konnte 
also die Tetanustoxinlésung in viel stirkerem Mafe entgiften 
als Kohle Nr. 2. 

Diese Resultate stimmen mit den oben mitgeteilten tiber- 
ein, und wir sehen daraus, daB das Jodverfahren uns tatsachlich 


1) Mangel an geeigneten Versuchstieren hat uns leider nicht erlaubt, 
die minimaltédliche Dosis noch genauer zu bestimmen. 
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ein richtiges Bild der Adsorptionskraft einer Kohle gibt. Damit 
ist natiirlich nicht gesagt, daB nicht auch andere Substanzen, 
die sich, wie das Jod, in einfacher Weise bestimmen lassen, 
fiir die Messung der Adsorptionskraft der Kohle herangezogen 
werden konnen. 

Die in der Tabelle I mitgeteilten Zahlen zeigen uns, daB 
das Adsorptionsvermégen einer Kohle je nach ihrer Herkunft 
und offenbar auch Darstellungsweise schwankt. Das héchste 
Adsorptionsvermégen zeigt Kohle Nr. 1. Ein fast ebenso hohes 


Adsorptionsvermégen zeigt Kohle Nr. 3. Ein Zusammenhang 
zwischen Wasser- oder Aschengehalt und Adsorptionsvermégen 
1aBt Tabelle 1 nicht erkennen. Nach diesen Erfahrungen kann 
man wohl fiir die in der Therapie angewandten Kohlen fordern, 
da8B ihr Adsorptionsvermégen fiir 0,1 g Kohle mindestens 
10 cem "/,,-Jodlésung entspricht. Dieser Forderung geniigen 


von den untersuchten Praparaten die unter Nr. 1, 2, 3 und 4 
angefiihrten. 

Es sei noch kurz auf ein Verfahren hingewiesen, das Gug- 
genheim’) zur Priifung des Adsorptionsvermégens von Tier- 
kohle und anderen Adsorptionsmitteln angegeben hat. Nach 
Guggenheim wird die Kohle mit /-Imidazolylathylaminchlor- 
hydratlésung geschiittelt und danach am isolierten Meerschwein- 
chendiinndarm in der Versuchsanordnung von Magnus gepriift, 
eb die £-Imidazolylathylaminlésung noch wirksam ist. Es wurde 
festgestellt, daB 3 g Blutkohle Merck 100 ccm einer 0,01 prom. 
£-Imidazolylathylaminlésung vdollig entgiften. Guggenheim 
hat das f$-Imidazolylithylamin zur Priifung des Adsorptions- 
vermégens der Kohle herangezogen, erstens weil diese Substanz 
als Ursache intestinaler Intoxikationen in Betracht kommen 
soll und zweitens, weil es nicht gleichgiiltig ist, ob man die 
Adsorptionskraft einer Kohle an einem hochmolekularen Farb- 
stoff, oder an einem Alkaloid oder Toxin priift. Wir haben 
oben gesehen, daB diejenige Kohle, die Jod am besten adsor- 
biert, sich Methylenblau oder Tetanustoxin gegeniiber ebenso 
verhalt. Wenn da Unterschiede bestehen, so sind sie gering, 


1) M. Guggenheim, Uber eine neue Methode zur Priifung des 
Adsorptionsvermégens von Tierkohlen und anderen Adsorptionsmitteln. 
Therap. Monatsh. 50, 15, 1915. 
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und wir kénnen sie fiir die praktische Beurteilung der Qualitat 
einer Kohle vernachlassigen. Fiir die theoretische Erforschung 
des Wesens der Adsorption diirfen sie allerdings von erheb- 
lichem Interesse sein. Es liegt somit kein Grund vor, das 
f-Imidazolylathylamin fiir den vorliegenden Zweck zu benutzen. 
Auch ist der Versuch am isolierten Meerschweinchendiinndarm 
fiir die Priifung der Entgiftung der /-Imidazolylathylamin- 
losung wegen der erforderlichen Tiere kostspielig und erfordert 
Apparate, die in pharmazeutischen Laboratorien nicht immer 
vorhanden sind. 

Die Annahme, daB die therapeutische Wirkung der Kohle 
auf einer Behinderung der Resorption giftiger Stoffe im Darm 
beruht, hat Wiechowski') experimentell zu beweisen versucht. 
Nach den Angaben dieses Autors ist an Merckscher Tierkohle 
adsorbiertes Methylenblau véllig unresorbierbar, wahrend andere 
Tierkohlen und Ton nicht in gleichem MaBe wirksam sind. 
Auf dieses Verhalten des Methylenblaus im Darm bei gleich- 
zeitiger Anwesenheit von Tierkohle beruht ja die oben unter 
b) erwahnte Priifungsvorschrift des ésterreichischen Ministeriums 
des Innern, wonach 3g Kohle 65 ccm einer 0,15°/,igen Me- 
thylenblaulésung im Darm so weit entfairben, daB eine Resorp- 
tion von Methylenblau und damit eine Farbung des Harns 
nicht auftritt. 

Auch bei Phenol, Strychnin und Phosphor scheint nach 
Wiechowski unter gleichen Bedingungen bei der Applikation 
per os an Kaninchen eine Abnahme der Giftigkeit stattzufinden. 
Uber die zugefiihrten Phenol-, bzw. Strychnin- und Phosphor- 
dosen macht leider Wiechowski keine genauen Angaben. Bei 
Phenol ist die Resorption nicht aufgehoben, da im Harn Phenol 
nachweisbar war. Nach diesen Angaben verhilt sich also die 
Carbolséure anders als das Methylenblau, das bei Anwendung 
Merckscher Tierkohle anscheinend vdllig unresorbierbar ist. 
Immerhin ist zu bedenken, daB die Ausscheidungsverhaltnisse 
des Methylenblaus noch nicht geniigend klargelegt sind. Auch 
wird Methylenblau nicht ausschlieBlich mit dem Harn, sondern 
auch mit der Galle*) ausgeschieden. 


yaad. 
2) Vgl. L. Brauer, Untersuchungen iiber die Leber. Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 40, 182 (1903/1904). 
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Es erschien mir von Interesse, ahnliche Versuche bei einer 
Substanz auszufiihren, deren Resorptions- und Ausscheidungs- 
verhaltnisse klargelegt sind und fiir deren Bestimmung im 
Harn uns zuverlissige leicht auszufiihrende Methoden zur Ver- 
fiigung stehen. Diese Substanz, deren Adsorption wir ja auch 
in vitro studiert haben, ist das Jod. Uber die Ausscheidungs- 
verhiltnisse des Jods sind wir namentlich durch die Unter- 
suchungen Antens') genau unterrichtet. Bei der Applikation 
von ca. 0,5 g Kaliumjodid per os fand Anten beim Menschen, 
daB die Hauptmenge des zugefiihrten Jods in den ersten 
3 Stunden im Harn ausgeschieden wird, waihrend von da die 
stiindlich ausgeschiedene Menge abnimmt. Nach 42 Stunden 
ist kein Jod mehr im Urin nachweisbar. Die Gesamtmenge 
des im Harn ausgeschiedenen Jods betrug 65 bis 70°/, der 
zugefiihrten Menge. Wie verhalt sich nun das Jod, das man 
nicht als solches, sondern von Kohle adsorbiert, per os appli- 
ciert? Es wurden folgende Versuche ausgefiihrt: 


Versuch 1. 


1. 0,2 g Kohle Nr. 1 wurden mit 50 ccm 2/,,-Jodlosung 
30 Minuten lang geschiittelt und danach 20 Minuten lang scharf 
zentrifugiert. Die Jodlésung wurde abgegossen, die Kohle 5 mal 
mit je 50 ccm Wasser ausgewaschen, bis nach dem letzten 
Zentrifugieren das Waschwasser weder Jod noch Jodwasser- 
stofisiure enthielt. 

2. 0,2 g Kohie ebenso behandelt. 

Bei Probe 1 wurde nach Verwaschung der Kohle das 
Jod nach dem Verfahren von Baumann-Anten’) bestimmt. 
Sie enthielt 402,4 mg Jod. 

Probe 2 nahm ich am 8. Marz 7 Uhr morgens nach Ent- 
leerung der Blase in ca. 30 ccm Wasser ein. Der Urin der 
nachsten 60 Stunden wurde in 6 Portionen gesammelt und 
darin das Jod bestimmt. Die erhaltenen Resultate zeigt Ta- 
belle V. 

Die zugefiihrte Jodmenge, die zum Teil aus elementarem 
Jod, zum Teil aus Jodkalium bestand, betrug 402,4 mg Jod. 


1) H. Anten, Uber den Verlauf der Ausscheidung des Jodkaliums 
im menschlichen Harn. Arch. f, experim. Pathol. u. Pharmakol. 48, 
331, 1902. 
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Tabelle V. 





Harnmenge Jod 
ccm Proz. der eingefiihrten Menge 
0—6 580 , 32,45 
6—12 645 32, 20,6 
12—24 350 | 12,3 
24—36 505 34,7 8,63 
36—48 485 2,8% 2,18 
48—60 695 3,§ 0,99 


3260 314, 78,05 


Stunden 











Es wurden ausgeschieden 32,4°), der zugefiihrten Menge in 
den ersten 6 Stunden, waihrend von da ab die im Harn 
erscheinende Jodmenge staindig abnahm, um im Urin der 
48. bis 60. Stunde etwas weniger als 1°/, der zugefiihrten 
Menge zu betragen. Die erhaltenen Zahlen stimmen also mit 
den von Anten angegebenen iiberein, und dieser Versuch fiihrt 
uns zu dem unerwarteten Resultat, daB die Resorption des 
Jods nicht im mindesten behindert ist, wenn das Jod von 
Kohle absorbiert eingenommen wird. Die Bindung zwischen 
Jod und Kohle, die in vitro fiir destilliertes Wasser irrever- 
sibel ist, d.h. die Kohle an Wasser kein Jod abgibt, wird 
offenbar im Darm reversibel, und der Organismus ist imstande. 
das von der Kohle adsorbierte Jod ebenso zu resorbieren wie 
aus einer Jodkaliumloésung. Dieses Resultat stimmt mit den 
oben angefiihrten Angaben Wiechowskis fiir Methylenblau 
nicht tiberein. 

Ein zweiter Versuch mit Kohle Nr.2 ergab ein vodllig 
gleiches Resultat. 

Versuch 2. 

0,3 g Kohle Nr. 2 wurden mit 50 ccm "/,,-Jodlésung wie 
im Versuch 1 behandelt. Die Kohle wurde auf einem Filter 
gesammelt und im Vakuum iiber Schwefelsiure bis zur Ge- 
wichtskonstanz getrocknet. Auch nach dem Trocknen gab die 
Kohle an Wasser weder Jod noch Jodwasserstofisiure ab, 
wahrend nach Zusatz von etwas Chloroform sich sofort eine 
Jodfarbung zeigte. 

0,1 g der getrockneten Kohle wurde verascht und in der 
Asche das Jod nach Baumann-Anten bestimmt. Es wurden 
gefunden: 66,26 mg Jod. 
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Die gleiche Menge nahm ich am 28. April 7 Uhr morgens 
wie im Versuch 1 ein. Um die Verhaltnisse fiir eine Behin- 
derung der Resorption noch giinstiger zu gestalten, nahm ich 
gleichzeitig mit der jodhaltigen Kohle die zehnfache Menge 
jodfreier Kohle, d. h. 1 g ein. Der Urin der nachsten 30 Stun- 
den wurde gesammelt und darin das Jod bestimmt. Die er- 
haltenen Analysenresultate sind in Tabelle VI zusammengestellt. 
Tabelle VI. 





_ | Harnmenge - Jod 
ecm mg Proz. der eingefiihrten Menge 


Stunden 








0—6 310 24,40 | 36,92 
6—12 855 20,09 | 30,32 
1924 935 5,719 8°63 
2430 200 2'447 3.69 


2300 52,656 79,56 








Diese Resultate stimmen mit den bei Versuch 1 erhaltenen 
vollkommen iiberein. 

Es zeigt sich also, daB die Vorstellung, wonach die Kohle 
imstande ist, die Resorption von Stoffen im Darm dadurch zu 
behindern, daB sie den betreffenden Stoff an sich reiBt, wenig- 
stens fiir Jod experimentell nicht bestatigt werden kann. Es 
ware falsch, die Verhialtnisse in vitro mit den Verhiltnissen 
im Darm in Parallele zu setzen und aus der Tatsache, dab 
die Kohle im Reagensglas das eine oder andere Gift adsorbiert, 
auf ein ahnliches Verhalten im Darm zu schlieBen. Es fragt 
sich, ob nicht vielleicht das Jod eine Ausnahmestellung ein- 
nimmt und sich véllig anders verhilt als andere Gifte. Um 
dies zu entscheiden, miissen noch weitere Versuche, namentlich 
mit Alkaloiden ausgefiihrt werden und ihre Resorption bei An- 
und Abwesenheit von Kohle im Darm quantitativ verfolgt 
werden. Erst durch derartige Versuche wiirde man fiir die 
Entscheidung dieser Frage sichere Grundlagen gewinnen. Es 
ware falsch, aus dem Umstand, da8B die Kohle bei Vergiftungen 
therapeutisch giinstig wirkt, den Schlu8 zu ziehen, daB es sich 
dabei tatsichlich um eine Behinderung der Resorption gehan- 
delt hat. Sichere Resultate kénnen nur auf chemisch-analy- 
tischem Wege erhalten werden. Derartige Versuche erfordern 
freilich geeignete Versuchstiere, deren Beschaffung leider jetzt 
mit erheblichen Schwierigkeiten verkniipft ist. 
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Zusammenfassung, 

1. Es wird ein Verfahren angegeben, um mittels Jodlésung 
das Adsorptionsvermégen der in der Therapie angewandten 
Kohlesorten zu bestimmen. Das Adsorptionsvermégen derartiger 
Kohlen soll fiir 0,1 g Kohle mindestens 10 ccm ®/,,-Jodlésung 
entsprechen. 

2. Von den untersuchten Kohlen zeigte diejenige, die 
Jod am meisten adsorbierte, fiir Methylenblau und Tetanus- 


toxin ein gleiches Verhalten. 
8. In Versuchen am Menschen wird gezeigt, daB die Re- 
sorption von Jod, das von Kohle adsorbiert ist, nicht behindert 


ist, sondern in gleichem Mabe vor sich geht wie bei Appli- 
kation von Jod allein. 











Photographischer Nachweis von Emanationen bei 
biochemischen Prozessen. 


Von 
F. Scheminzky. 
(Eingegangen am 7. Juni 1916.) 
Mit 1 Tafel und 1 Figur im Text. 


Das Studium der Reichenbachschen Odlehre hatte mich 
dazu gefiihrt, die Materie auf emanatorische Erscheinungen zu 


untersuchen. 
Das was Reichenbach mit ,Od“ bezeichnete, kénnen 
wir heute — als Analogon mit der Radioaktivitaét — mit dem 


Worte ,,Emanation“ identifizieren. Emanatorische Erscheinungen 
kommen der ganzen Materie ohne Ausnahme zu. Verf. kam 
zu dieser Anschauung durch seine mannigfachen Emanations- 
experimente. Doch wurde diese Auffassung der Emanation 
als allgemeines Naturgesetz bereits von Reichenbach an- 
gedeutet, nur in neuester Zeit von Prof. Benedikt ausgesprochen. 

Prof. Benedikt, der sich desgleichen schon lange mit den 
Emanationen befaBt hatte, bestatigt in seinem Versuchsberichte: 
»Die latenten (Reichenbachschen) Emanationen der Chemi- 
kalien“*) die Befunde Reichenbachs beziiglich der Chemikalien. 
Verfasser, der sich langere Zeit mit den Emanationen der Mi- 
neralien befaBt hatte, kam zu dhnlichen Resultaten und be- 
obachtete auch die interessante Tatsache des ,,Farbenfihlens“. 

Nach Benedikt geht auch der Garungsvorgang mit einer 
Leuchtemanation vor sich. Zu demselben Resultate kam Ver- 
fasser bei den verschiedensten biochemischen Prozessen, mit 
Hilfe der photographischen Platte. 

Zunichst sei die allgemeine Methode der Aufnahme an 
Hand beigefiigter Skizze besprochen. Die Aufnahme wurde in 





1) Konegen, Wien 1915. 
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Fig. 1. Girung a - 
= & Fig. 2. Keimung. 





Fig. 3. Faulnis. Fig. 4. Verwesung 
Scheminzk¢, Photogr. Nachweis von Emanationen Verlag von Julius Springer in Berlin 


bei biochemischen Prozessen 
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einem lichtdichten Kasten, der vom Verfasser fiir alle Arten 
von Emanationsaufnahmen konstruierten ,,Emanationskamera“ 
(Ka) gemacht. Am Boden derselben stand eine schwarze photo- 
graphische Schale (S), in der sich der emanierende Kérper K 
befand. Dariiber war eine Plattenschachtel angebracht, in deren 
Boden eine charakteristische Figur ausgeschnitten war. In der 
Dunkelkammer wurde dann dieselbe mit einer lichtempfindlichen 
Platte (P) beschickt und der Deckel D geschlossen, so daf ein 
Eindringen von fremdem Licht vollkommen ausgeschlossen war. 

Aus der Reihe der gemachten Aufnahmen seien 4 hier 
publiziert. (Siehe die zugehérige Tafel!) 

Girung: Die Schale enthielt 
Pasteursche Lésung (25°), die mit 


BSS sss 


Saccharomyces cerevisiae beimpft 
wurde. Expositionszeit 24 Stun- 
den. Das ausgeschnittene Kreuz 
(Fig. 1) ist sehr deutlich, wenn 
auch solarisiert; verwendete Platte: 





a 
y 
y 
/ 
A 


LLL 
Fig. 1. 


SS 





Jca Extra rapid. 

Keimung: Die Emanationskamera wurde nun mit keimen- 
den Phaseolus vulgaris beschickt. Exposition etwa 22 Stunden. 
Das ausgeschnittene Mal (Fig. 2) gut sichtbar, wenn auch 
solarisiert; Plattensorte wie bei Garung. Gleich an dieser Stelle 
méchte ich des sonderbaren Umstandes erwihnen, daB die von 
den Emanationen getroffenen Stellen auf dem Negativ lichter 
sind als die Umgebung. Es liegt hier der Fall einer Solarisation’) 
vor. Dergleichen Merkwiirdigkeiten kommen aber auch sehr 
haufig bei Aufnahmen mit Radiumemanation und bei Réntgen- 
aufnahmen vor. Im vorliegenden Falle kommt sie offenbar da- 
durch zustande, daf die Bromsilberschicht der Platte durch 
die Emanationen vollstindig zerstért wurde, wahrend die nicht 
ausgeschnittenen, daher unbelichteten Stellen sich langsam im 
Entwickler schwirzen. Da aber die Form jedes Ausschnittes 
genau erkennbar ist, so bleiben die Aufnahmen dennoch be- 
weiskraftig, weil die Erklarung, die Schwarzung der ausge- 
schnittenen Stellen riihre von eingedrungenem Lichte her, weg- 
fallt. Die beiden folgenden Aufnahmen zeigen die Erscheinungen 


1) Die Umkehr des Negativs ins Positiv. 
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der Solarisation nicht, haben also zweifellos eine geringere 
Aktivitat. 

Faiulnis: Phaseolus vulgaris vom vorherigen Versuche wurde 
mit Bacterium termo beimpft. Exposition 11 Stunden; ausge- 
schnittenes Mal sehr gut erkennbar. Der fiir diesen Ver- 
such etwa zu machende Einwand, die Schwarzung der Platte 
riihre von Silbersulfid (aus dem bei der Faulnis entstehenden 
Schwefelwasserstoff) her, fallt weg, da bei diesem und dem 
folgenden Versuche die Platte ausnahmsweise mit der Glasseite 
nach unten lag. 

Verwesung: Fiulnis unter Luftabschlu8. Anordnung wie 
im vorigen Versuche, Phaseolus vulgaris mit Erde bedeckt; 
Expositionszeit 13 Stunden; Kreuzstern sichtbar. Dieser Ver- 
such beweist zugleich eine Absorption der Emanation durch 
die Erde, da die Schwarzung geringer war als im vorhergehen- 
den Versuche’). 

Nun dringt sich aber die Frage auf, wodurch entstehen 
und woraus bestehen die Emanationen? Auf diese Frage wird 
stets nach der Art der Emanationsquelle eine andere Antwort 
gegeben werden miissen. 

Die heutige Wissenschaft stellt sich das Atom als eine 
Kugel aus positiver Elektrizitat vor, in der negative Elek- 
tronen schwingen. Bei diesen chemischen Prozessen, bei denen 
eine Atomumgruppierung stattfindet, diirften sich einzelne Elek- 
tronen aus dem Verbande lésen und mit ihrer friiheren Ge- 
schwindigkeit in den Raum hinausfliegen. Die Emanationen bei 
biochemischen Prozessen diirften daher als Elektronenstrahlung 
aufzufassen sein. Fragen wir nach dem Grunde, der die Elek- 
tronen aus ihrem Verbande im Atom lést, so steht eine Er- 
klarung dafiir noch aus. 

Eine solche kann uns nur von der Radiochemie werden, 
da die Radioaktivitét nur ,das Extrem der allgemeinen ema- 
natorischen Erscheinungen“ ist. Wir miissen auf deren Fort- 
schritte harren. Kennen wir die Ursache, so wird es wohl auch 
méglich sein, den Zerfall kiinstlich zu beschleunigen und da- 
mit neue Energiequellen zu verschaffen. 





1) Das Negativ wurde zur Herstellung des Clichés etwas retuschiert. 











Uber Maisernahrung in Beziehung zur Pellagrafrage. 
Von 
P. Suarez. 
(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Stra8burg.) 
(Eingegangen am 3. Juli 1916.) 


Zu allen friiher bekannten Theorien iiber die Ursache der 
Pellagra sind in den letzten Jahren zwei neue hinzugekommen, 
die heutzutage am meisten Anhinger haben diirften. Die eine 
wurde von Horbaczewski’), Lode*) und Raubitschek*® 
unabhangig voneinander aufgestellt. Diese Autoren sind au) 
Grund verschiedener Fiitterungsversuche mit Mais der Meinung, 
daB die Pellagra, ahnlich wie der Fagopyrismus bei albino- 
tischen Pferden und Rindern, nach GenuB von Buchweizen, 
durch die sensibilisierende Wirkung eines fluorescierenden, im 
Mais enthaltenen Farbstoffes entstehe. Die Arbeiten von 
Tappeiner‘) iiber photobiologische Sensibilisation und die 
darauffolgenden von Hausmann’) iiber die sensibilisierende 
Wirkung pflanzlicher und tierischer Farbstoffe waren der Aus- 
gangspunkt dieser Versuche und der daraus hervorgehenden 
Theorie. 

Die andere von C. Funk*) vertretene Anschauung nimmt 
an, die Pellagra sei eine Ernahrungskrankheit, hervorgerufen 
durch den Mangel der Maisnahrung an gewissen lebenswichtigen 
Substanzen, ,,Vitaminen“, ahnlich wie es bei Beriberi, Skorbut, 


1) Horbaczewski, Osterr. Sanitidtswesen, Beilage zu Nr. 31, 1910. 
Zweite Mitteilung ebenda Nr. 21, 1912. : 

*) Lode, Wiener klin. Wochenschr. Nr. 31, 1910. 

5) Raubitschek, Wiener klin. Wochenschr. 23, Nr. 6, 1910. 

‘) Tappeiner und Jodlbauer, Die sensibilisierende Wirkung 
fluorescierender Substanzen. Leipzig 1907. 

5) Hausmann, Wiener klin. Wochenschr. 23, 1287, 1910 und 
diese Zeitschrift 24, 275, 1908. 

*) C. Funk, Die Vitamine, Wiesbaden 1914. 
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Barlowscher Krankheit und vielleicht auch bei andern Krank- 
heiten der Fall ist. Um die Richtigkeit dieser Behauptungen 
zu prifen, habe ich unter der Leitung des Herrn Prof. Hof- 
meister nachstehende, leider infolge des Kriegs nicht ganz 
zum AbschluB gelangte Untersuchungen unternommen. 


I. Darstellung der fluorescierenden Substanz. 


In erster Linie habe ich mich damit befaBt, die fluores- 
cierende Substanz des Maiskorns in mdglichst reinem Zustand 
zu isolieren. In Vorversuchen hatte sich ein ,,Maizenafutter* ge- 
nanntes Produkt des Hauses ,,Corn Products Co. A. G. m. b. H. 
Hamburg“ am besten bewahrt. Es enthalt am meisten fluo- 
rescierende Substanz. Auch die Keime der Maiskérner eignen 
sich sehr gut dazu. Ich habe fiir meine Versuche das erstere 
Material verwendet. 

Die fluorescierende Substanz laBt sich am besten mit Al- 
kohol und Petrolaither extrahieren. Chloroform, Ather usw. 
eignen sich nicht so gut dazu. In einem Kolben mit Riick- 
fluBkiihler wird 1 kg Maizena mit 21 85°/,igen Alkohols ver- 
mischt und unter zeitweiligem Schiitteln wahrend drei Stunden 
im Wasserbad erwarmt. Nun wird abkoliert und die Fiiissig- 
keit mit zwei Teilen Wasser vermischt einige Stunden stehen 
gelassen. An der Oberflache schwimmt dann eine gelbe, rahm- 
artige Schicht, und am Boden des GefaéBes hat sich ein dicker, 
weiBer Niederschlag von Zein gebildet. Die dazwischen stehende 
Fliissigkeit ist farblos und etwas trib. Die gelbe rahmartige 
Schicht wird abgeschépft, zwischen Filterpapier getrocknet und 
in den Exsiccator gebracht. Wenn die Masse ganz trocken ge- 
worden ist, extrahiere ich sie mit Ather im Soxhletapparat, um 
das Zein von den anderen Substanzen zu trennen. Nach Ver- 
dunstung des Athers bleibt ein gelbes 1 (Maisél) zuriick, in 
dem die fluorescierende Substanz enthalten ist. Um diese zu 
gewinnen, wird das Ol mit Natriumalkoholat verseift und wahrend 
einiger Tage mit Ather im Soxhletapparat extrahiert. Beim 
Verdunsten des Athers bleibt ein Phytosterin und die fluores- 
cierende Substanz zuriick. Wird dieser Riickstand bei 0° mit 
kaltem Aceton iibergossen, so lést sich die fluorescierende 
Substanz sehr schnell, das Phytosterin dagegen nur sehr lang- 
sam. Nach etwa einer halben Minute gieBt man das Aceton. 
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ab, 1aBt es verdunsten und behandelt den Riickstand ein zwei- 
tes und wenn ndotig ein drittes Mal mit kaltem Aceton, bis 
schlieBlich die fluorescierende Substanz in kleinen weiBen Nadeln 
krystallisiert. 

Diese Krystalle sind im Wasser unldslich, lésen sich da- 
gegen sehr gut in Ather, Petrolither, Essigither, Pyridin, Me- 
thylalkohol und besonders in Athylalkohol von 85°/,. Alle 
diese Lésungen fluorescieren auBerordentlich stark, aber nicht 
griin, wie sich angegeben findet, sondern sehr schén himmelblau. 

Wegen der Ahnlichkeit der Fluorescenz mit derjenigen der 
Chininsalze hat Prof. Hofmeister fiir diese Substanz den Namen 
Zeochin vorgeschlagen. Das Zeochin wird durch anorganische 
Sauren leicht zerstért, dagegen nicht durch Alkalien. Eine 
Lésung von 1: 100000 fluoresciert immer noch sehr stark. Mit 
dem gelben Maisfarbstoff hat es nichts zu tun. Dieser fluores- 
ciert nur, und zwar scheinbar griin, wenn er Zeochin enthalt. 

Obiges Verfahren zur Gewinnung des Zeochins habe ich 
auch im Dunkeln durchgefiihrt, um zu sehen, ob Licht die 
Substanz verindert. Ich habe dabei keinen Unterschied gefunden. 


II. Sensibilisierungsversuche. 


Um festzustellen, ob das Zeochin sensibilisierend wirkt, 
habe ich damit Versuche an Blutkérperchen und Paramaecium 
Coli in gleicher Weise, wie Hausmann in seinen Experimen- 
ten iiber sensibilisierende Wirkung pflanzlicher und tierischer 
Farbstoffe angestellt. 

Etwa 0,5 g Zeochin wurde in 100 g Methylalkohol gelést. 
Davon wurden verschiedene Mengen mit einer 1°/,igen Blut- 
kérperchen-Suspension vermischt und je die Halfte davon in 
ein zweites Glasrohr geschiittet. Das eine wurde am Licht 
gelassen und das andere ins Dunkle gestellt. 
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Darauf habe ich eine Aufschwemmung von Paramaecium 
Coli in gleicher Weise gepriift. 





Menge der 
Paramaecium- 
Coli-Auf- am Licht im Dunkeln 
schwemmung 
com 


Menge der 
0,5°/,igen 
Zeochinlosung 








nach 
Ae = — eres Nach 24 Stun- 
0,1 5,0 40 » 2» ” n 
0,05 5,0 De av ’ o 
0,01 5,0 2 Std. » ‘ ; 
0,005 5,0 Sw | : i 


den die Para- 
maecien noch 
am Leben 








Wie aus diesen Versuchen zu ersehen ist, wirkt Zeochin un- 
zweifelhaft auf rote Blutkérperchen, sowie auf Paramaecium 
Coli sehr stark sensibilisierend. 

Ich priifte weiter die Wirkung auf Siaugetiere’). 

Eine 1°/,ige Lésung des Zeochins in Methylalkohol wurde 
mit physiologischer Kochsalzlésung auf das 10fache verdiinnt. 
Davon wurden 4 weiBen Kaninchen je 2'/, cem unter den iib- 
lichen aseptischen MaBregeln subcutan beigebracht. Zwei Tiere 
wurden am Tageslicht gelassen und die zwei andern ins Dunkle 
verbracht. Die Einspritzungsstelle der am Licht verbliebenen 
Tiere rétete sich nach einigen Stunden. Darauf bildete sich 
in den folgenden Tagen ein erbsengroBer Knoten, iiber dem 
die Rotung der Haut verblieb. Nach und nach verkleinerte 
sich der Knoten, und nach ungefaihr 30 Tagen war er ver- 
schwunden. Das Haar fiel nicht aus. Auch bei den Tieren 
im Dunkeln bildeten sich Knoten, nur war die Rétung weniger 
intensiv. Wahrend der durch 20 Tage fortgesetzten Einspritz- 
ungen konnte ich keine Allgemeinsymptome konstatieren. 

Ich versuchte nun die intravendse Einspritzung. Etwa 
0,5 com der angefiihrten Methylalkohol-Zeochin-Lésung wurde 
taglich mit 5 ccm Kochsalzlésung in die Ohrvene eines Kanin- 
chens eingespritzt. Im iibrigen wurde verfahren wie bei den 
obigen Versuchen. Es wurden 6 Stiick Kaninchen verwendet, 
die zu anderen Zwecken vorher auf dem Riicken vacciniert 


") Die Injektionsversuche sind nachtraglich im _bakteriologisch- 
hygienischen Institut Bern ausgefiihrt. Fiir die Uberlassung des Materials 
bin ich Herrn D. Tomarkin zu bestem Danke verpflichtet. 





Maisernihrung und Pellagrafrage. 91 


worden, aber wieder ganz hergestellt waren. Die Haut hatte 
an der vaccinierten Stelle ihre normale Farbe wiedergewonnen. 
Nur das Haar war noch nicht vollstandig nachgewachsen. 

Nach 5 bis 8 Tagen zeigte sich bei den drei jam Licht 
gehaltenen Tieren an der vaccinierten Stelle eine schwache 
Rétung, die immer starker wurde, bis die Haut dort schlieb- 
lich nach etwa 20 Tagen eine rotviolette Farbung annahm und 
rauh wurde. Nach 10 bis 15 Tagen réteten sich auch die Ohren, 
bis sie am Ende des Versuches dunkelrot waren. Bei keinem 
Tiere konnte ich Haarausfall bemerken, auch keine Diarrhée 
noch irgendwelche nervésen Symptome. Keins der Kaninchen 
im Dunkeln zeigte Rétung, obschon sie auf gleiche Weise vac- 
ciniert worden waren. Nach 30 Tagen habe ich diese Versuche 
eingestellt. 10 Tage spiter war die oben beschriebene Rotung 
noch deutlicher geworden, auch die iibrige Haut des Riickens 
und der Seitenteile zeigte eine hellrote Fiarbung. 

Aus diesen Versuchen lat sich ersehen, da das Zeochin 


auch auf den Saugetierorganismus sensibilisierend wirkt, und 


zwar anscheinend intensiver, wenn die Wiederstandsfahigkeit 
der Haut vermindert ist. 


III. Fiitterungsversuche. 


20 iiber 8 Monate alte Mause brachte ich einzeln in einen 
Glaskafig. Die Halfte davon wurde dem Tageslicht ausgesetzt 
und die andere ins Dunkelzimmer gestellt. Alle Tiere erhielten 
mit Milch zubereitete Polenta, und fiir jedes Stiick wurden noch 
taglich wahrend 3 Monaten 10 Tropfen Maisol und spiter statt 
dessen etwa 1 cg Zeochin beigefiigt. Die Tiere nahmen das 
Futter gerne, und fast alle nahmen an Gewicht zu. Nach 
6 Monaten brach ich den Versuch ab, ohne an den Tieren 
irgendwelche photodynamische Wirkung bemerkt zu haben. 

Unter den gleichen Bedingungen beobachtete ich 16 Stick 
Meerschweinchen, denen ich Maizena mit gehackten Riiben als 
Futter verabfolgte. Nach 6 Monaten konnte ich auch hier 
keine sensibilisierende Wirkung konstatieren, obschon die Tiere 
dieses Futter mit groBer Vorliebe fraBen und deshalb sehr viel 
Maizena zu sich nahmen. Derselbe Versuch mit Maismehl und 
Riiben ergab das gleiche Resultat. 

Ferner wurde an 12 ausgewachsene weiffe Miause mit 
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Wasser bereiteter Maizenabrei verfiittert. Sie fraBen ihn gerne, 
verloren aber allmahlich an Gewicht. 


Tabelle I. 


~ Gewicht am n Versuchstage in g 
Marz 1915 
a 1. | 8. | 5. | , | 9 (1. | 18. | 15. | |19. 21.) 23. | 25. 27. | 29. 





| 
| 
| 


Nr. des | 
Tieres 





| 
| 
a 


—— 


18,5/18,8 19,1 18, '17,7116,9 16,3 15,8115,6114,5 14,1 113,34) 
20,0)19,3 19,4 brite eee 
17,7{17,7|17,2/16, 153/14.714.4133]128 11,6¢ | 
21 '3/21,6/21.02 19,1/18,3.17,716,8)15,0 1444 | 
28,2/23,3 23,9 21,0/20,2'19,7,19,2/18,8 17,44 16,6+ 
7|14,2/13,5 13,1 12,8)12,7 11,8+ 
19,2/19,7119.6) 7/14,7|13,9 |13,5 |13,04| 

6/12,9 

2/15,5 

3,8) 

7,311 

6,1| 








19,0/18,2/18, '9/12.2 |11,9F1 
22,4/21,9/21,2) 

16,7/16,8 17,6) 7 
20,2/21,0 20, 18,7 6) 
18,8 18,4)18, 7 





15,14] 
13,1 |12,8f| 

6,7 |15,6 |14,8 |14,3t 
15,4 14,6 13,8 |13,6+ 


, 


? 


* 





Im Dunkeln |Am Tageslicht || 


Bom tO | DOT ODO || 





1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 


? 


Bis zum 20. Tage wurde nichts AuBergewohnliches bemerkt. 
Von da ab bis zum 25. Tage erkrankten die Tiere, eins nach 
dem anderen. Es. trat auffallende Unruhe und Schreckhaftig- 
keit auf; das Futter wurde aus dem Napf herausgeworfen und 
groBenteils verschmaht. Am nachsten Tage steigerte sich das 
aufgeregte Verhalten. Beim geringsten Gerausch schreckten die 
Tiere zusammen. Nach Herausnahme aus dem Kafig zeigten 
sie héchst auffallige Bewegungsstorungen. Die meisten liefen 
unaufhoérlich im Kreise herum, ahnlich japanischen Tanzmausen. 
Voriibergehend traten ausgesprochene Reitbahn- und Rollbe- 
wegungen ein. Auf Erschrecken oder Anfassen kam es mehr- 
fach zu Krimpfen von vorwiegend tonischem Charakter und 
bis zu */, Minute langer Dauer, worauf eine Periode von Be- 
wegungslosigkeit und schwerer Ermiidung folgte. Gelegentlich 
wurde dauerndes Riickwartskriechen und auch unsicherer, schwan- 
kender Gang beobachtet. Gewohnlich traten unter Schwinden 
dieser ,,Kleinhirnsymptome* am dritten Tage Lahmungen und 
Paresen ein. Bei einigen war nur eine Extremitiat, bei andern 
eine vordere und eine hintere Extremitat derselben Seite ode! 
gekreuzt gelihmt; nur bei einem Tiere sah ich vollstandige 
Lahmung aller Extremititen. — In diesem Zustand wurden die 
Tiere apathisch, fraBen nicht mehr und am Ende des dritten 
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Tages nach Erscheinen der ersten krankhaften Symptome gingen 
sie regelmaBig ein. Die Autopsie lieferte kein besonderes Er- 
gebnis. 

Das Verhalten der Tiere im Dunkeln und am Tages- 
licht war vollstindig dasselbe. 

Ganz genau gleich verfahren habe ich mit feingesiebtem 
Maismehl und mit demselben Erfolge. Nur zeigten sich hier 
die ersten Symptome erst am 35. Tage und waren bei einigen 
Tieren nicht so intensiv. 


Tabelle II. 
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Nach wiederholten ahnlichen Versuchen gab ich den Tieren 
beim Eintritt der ersten Symptome Bierhefe’) zu dem Maizena- 
futter hinzu. Ihr Zustand besserte sich rasch, und 2 bis 3 
Tage darauf verhielten sie sich wieder normal. Wurde aber 
die Hefe dem Futter erst am dritten Tage nach dem Auftreten 
der Krankheitserscheinungen beigefiigt, so waren sie nicht mehr 
zu retten. Mit Maismehl waren die Tiere nicht zu heilen. 

12 andere weiBe Mause, von denen die eine Halfte am Tages- 
licht, die andere im Dunkeln gehalten wurde, habe ich mit 
Maizena und einem Zusatz von je 5g roher Milch ernahrt. 
Sie blieben am Leben, ohne Haut- oder Nervensymptome zu 
zeigen. Nach 6 Monaten wurde der Versuch abgebrochen. 

Da ich nun die oben beschriebenen Symptome fiir experi- 
mentelle Beriberi hielt, wollte ich sehen, wie sich Gefliigel bei 


2 , Nabrhefe des Instituts fiir Girungsgewerbe, Berlin. 


13,5F 
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gleicher Ernaihrungsweise verhalt. 10 Tauben wurden mit 
Maizena gefiittert. Die ersten 15 bis 20 Tage nahmen sie diese 
Nahrung gierig, dann wollten sie nicht mehr recht fressen, und 
ich futterte sie kiinstlich. Auch hier wurden die Versuche im 
Dunkeln und am Licht gemacht. — Nach einem Zeitraum von 
25 bis 35 Tagen zeigten 4 am Licht und 3 im Dunkeln ge- 
haltene Tiere deutliche Erscheinungen von experimenteller Beri- 
beri, genau wie bei der Fiitterung mit poliertem Reis. — Die 
Tiere konnten nicht mehr gehen und nicht mehr fliegen. Einige 
zeigten Kontrakturen, andere verfielen in Krampfe, wenn man 
sie erschreckte oder wenn man ihnen etwas zu trinken ein- 
fléBen wollte. Der Kopf wurde nach hinten gedreht, die Beine 
an den Korper gezogen, die Tiere blieben lingere oder kiirzere 
Zeit unbeweglich liegen. Alle Tiere litten an Diarrhde, und 
1 bis 2 Tage nach Eintritt der ersten Erscheinungen gingen 
sie simtlich zugrunde. Eine am Licht und zwei im Dunkeln 
gelassene Tiere starben, ohne auffallende krankhafte Erschein- 
ungen zu zeigen. Durch Verabfolgen von Bierhefe wurden die 
Tiere rasch geheilt. Auch durch Zufuhr von Maiskérnern wur- 
den sie gerettet, wenn diese sofort bei Eintritt der ersten 
Krankheitserscheinungen verabreicht wurden, nicht aber wenn 
letztere schon fortgeschritten waren. 

Mit Maiskérnern gefiitterte weiBe Tauben zeigten 6 Monate 
vorziigliches Gedeihen. Trotzdem sie am Licht gehalten wur- 
den, war keine photodynamische Wirkung zu bemerken. 


Entgegen den Resultaten von Lode, Lucksch’), Horba- 
czewski und anderen, die angeben, bei Fiitterung von Mausen 
und Kaninchen mit Polenta schon nach einigen Wochen deut- 
liche photobiologische Erscheinungen beobachtet zu haben, er- 
gibt sich aus den mitgeteilten Versuchen, daB die Ernahrung 
von weiBen Mausen, Meerschweinchen und Tauben mit Mais 
oder Maizena wahrend 6 Monaten keine photodynamische Wir- 
kung erzeugte, ebensowenig bei Zugabe von Mais6l oder reinem 
Zeochin. Diese experimentellen Beobachtungen entsprechen der 
Erfahrung, daB Leute, die jahrelang taglich Mais genieBen, 


keine Symptome von Sensibilisierung aufzuweisen brauchen. 


1) Lucksch, Zeitschr. f. Hyg. 58, 479, 1908. 
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Im nordéstlichen Spanien z. B. gibt es viele Gegenden, wo alle 
Bauern jahraus, jahrein groBe Mengen gebackenen| Mais mit 
Milch genieBen; trotzdem ist die Pellagra daselbst vollstandig 
unbekannt. Andererseits ist es unzweifelhaft, daB Zeochin sen- 
sibilisierend wirkt, wie aus den vorangehenden Versuchen er- 
sichtlich ist. 

Obschon demnach das Erythem der Pellagra wahrschein- 
lich in Zusammenhang mit der sensibilisierenden Wirkung des 
Zeochins steht, ist doch anzunehmen, daB noch etwas anderes 
mitspielt, um den Organismus fiir diese Noxe empfinglich zu 
machen. Auch bedarf es dann noch immer einer Erklairung fiir 
das Auftreten der andern Pellagrasymptome, besonders derjenigen 
des Nervensystems, die mit der Sensibilisation sicher nichts zu 
tun haben. Will man also das Krankheitsbild der Pellagra im 
Lichte der Sensibilisationstheorie auffassen, muf% man noch ein 
anderes ursaéchliches Moment annehmen. 

Die Beobachtung einerseits, daB die ausschlieBliche Er- 
nihrung von Mausen und Tauben mit Maizena oder fein ge- 
siebtem Maismehl] Symptome hervorruft, die ganz ahnlich sind 
denjenigen der experimentellen Beriberi, andererseits die Tat- 
sache, daB nach intravendser Einspritzung von Zeochin bei Ka- 
ninchen dieses sensibilisierend wirkte, und zwar besonders auf 
Hautstellen, wo wegen eines vorangegangenen Prozesses die 
Widerstandskraft geschwacht war, veranlassen mich anzunehmen, 
daB beide Faktoren, Mangel an irgendwelchen akzesso- 
rischen Niahrstoffen und Sensibilisation durch Zeochin 
bei der Entstehung der Pellagra beteiligt sind. Man 
kénnte sich den Vorgang folgendermaBen denken: Die einseitige 
Maiskost erzeugt eine chronische Ernahrungsstérung, die zu 
nervésen Symptomen fiihrt, dabei auch zu neurotrophischen 
Stérungen in der Haut, wodurch diese fiir die photodynamische 
Wirkung des Zeochins empfindlich wird. 

Die Annahme, da8 bei dem Zustandekommen der Pellagra- 


symptome zwei Faktoren zusammenwirken, ist bereits von 


O. Umnus’) ausgesprochen worden. ,,Die pellagragene Wirkung 
des Mais besteht in einer Intoxikation durch ein alkohollésliches 
Toxin (Zein) und in einer pathologischen Sensibilisation durch 


1) O. Umnus, Zeitschr. f. Immunitatsforschung. Orig. 18, 401, 1912. 
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den fluorescierenden Farbstoff.“ Dieser Auffassung ist jedoch 
entgegenzuhalten, da® fiir eine toxische Wirkung des Zeins, 
wenngleich es unter den EiweiBkérpern wegen Abgangs der 
Tryptophangruppe eine besondere Stellung einnimmt, keinerlei 
Tatsachen sprechen. Auch die Annahme von Umnus, daB 
der gelbe Maisfarbstoff das fluorescierende und sensibilisierende 
Agens darstellt, trifft nicht zu. 

Es soll iibrigens nicht verhehlt werden, da8 auch mein 
Deutungsversuch keine restlose Erklarung des Krankheitsbildes 
gibt. Die bei Pellagra so haufigen psychischen Erkrankungen 
sind in ihrer Gesamtheit schwerlich auf die Beriberi erzeugende 
Ernahrungsstérung zuriickzufiihren. Ob sie mit der Sensibili- 
sierung in Beziehung gebracht werden diirfen, ist zur Zeit nicht 
zu entscheiden. 


Zusammenfassung. 

1. Der blau fluorescierende im Mais enthaltene Stoff (das 
Zeochin) wirkt photodynamisch auf rote Blutkérperchen und 
Paramaecium Coli und auch bei intravenéser Einspritzung auf 
Kaninchen. Dagegen war bei Zugabe von Zeochin zum Futter 
wahrend 6 Monaten bei Mausen keine photodynamische Er- 


scheinung zu beobachten. 

2. Bei ausschlieBlicher Fiitterung weiBer Mause und Tauben 
mit Maizena oder mit fein gesiebtem Maismehl zeigen die Tiere 
nach bestimmter Zeit ein beriberiahnliches Krankheitsbild, das 
nach Verabreichung von Bierhefe rasch verschwindet. 

3. Es ist die Annahme gestattet, daB bei der Pathogenese 
der Pellagra sowohl die photodynamische Wirkung des Zeochins 
wie auch der Mangel an akzessorischen Nihrstoffen beteiligt sind. 





Beitrag zum mikrochemischen Nachweis des Eisens in 
der Pflanze, insbesondere des ,maskierten“. 


Von 
Adele Wiener. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut der k. k. Universitit in 
Wien. Nr. 92 der II. Folge.) 


(Eingegangen am 4. Juli 1916.) 


I. 


Einleitung. 


Der mikrochemische Eisennachweis im lebenden Organis- 
mus ist von groBer Bedeutung, da das Eisen héchstwahrschein- 
lich fiir alle Lebewesen unentbehrlich ist und man aus seiner 
Verteilung im Organismus vielleicht auch Anhaltspunkte iiber 
seine Funktion gewinnen koénnte. 

Aber dieser lokalisierte mikrochemische Eisennachweis ist 
zugleich eine der schwierigsten Aufgaben. Denn erstens tritt 
das Eisen im lebenden Organismus nicht immer in ionisierter, 
mit den Eisenreagentien leicht nachweisbarer Form auf, sondern 
oft in komplexem, oder wie Molisch') sagt, ,maskiertem“ Zu- 
stand, aus dem es sich nur auBerst schwer oder gar nicht be- 
freien la4Bt. Man findet in der Literatur viele Angaben, die 
darauf hinweisen, da es durch ein mehr oder weniger kom- 
pliziertes Verfahren gelungen sei, das Eisen aus seinem mas- 
kierten Zustand zu befreien und lokal nachzuweisen, d. h. an 
der Stelle, an der es sich im lebenden Organismus befand. 
Aber ehe die exakte quantitative Makrochemie diese Angaben 
bestatigt, mu8 man ihnen mit duferster Skepsis begegnen. 


*) Die Pflanze in ihren Beziehungen zum Eisen. Jena 1892. — Der- 
selbe, Bemerkungen iiber den Nachweis von maskiertem Eisen. Ber. d. 
Deutsch. botan. Ges. 11, H. 2, 73 bis 75, 1893. 
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Denn Eisen, das angeblich aus dem maskierten Zustand befreit 
und dann nachgewiesen wurde, kann wihrend der Reaktion 
von aufen hineingelangt und von bestimmten Organen der Zelle 
gespeichert worden sein. Darin liegt die zweite groBe Schwierig- 
keit des mikrochemischen Eisennachweises. Das Glas enthilt 
Eisen, das von sauren Reagentien herausgelést werden kann; 
jedes Reagens kann in Spuren Eisen enthalten, und an den Instru- 
menten kann in Form von mikroskopischen Staubteilchen Eisen 
haften. Besitzt nun ein bestimmtes Organ der Zelle die Fahig- 
keit, Eisen anzuziehen und zu speichern, so liegt eine grobe 
Anzahl von Fehlerquellen vor, die die Anschauungen iiber die 
Verteilung des Eisens im lebenden Organismus nicht zur Klarheit 
kommen 1]a8t. Diese Unklarheit tritt denn auch in der Literatur 
iiber diesen Gegenstand zutage, die teils neue Methoden zur 
Befreiung von maskiertem Eisen aufweist, teils diese neuen 
Methoden als irrtiimlich widerlegt. Es wiirde zu weit fiihren, 
hier alle diese Arbeiten aufzuzihlen. Man findet die wichtig- 
sten in dem Sammelreferat von E. Zacharias!) zusammen- 
gestellt. Ich will hier nur auf die diesbeziigliche Arbeit von 
Macallum eingehen, deren Methodik ich infolge der giitigen 
Anregung von Herrn Prof. Molisch zur Lésung bestimmter 


physiologischer Fragen anzuwenden suchte. 

Ich beniitze gleich diese Gelegenheit, um meinem ver- 
ehrten Lehrer fiir die stete Férderung, die er meiner Arbeit 
angedeihen lieB, meinen aufrichtigsten Dank auszusprechen, und 
auch Herrn Assistenten Josef Gicklhorn fiir das rege Inter- 
esse, das er meiner Arbeit entgegenbrachte, bestens zu danken. 


Il. 


Einige Methoden Macallums und ihre makrochemische 
Diskussion, 


Macallum?) stellt die Behauptung auf, daB das Eisen, 
abgesehen von den Eisenverbindungen im Hiamatin, Haimo- 
globin und Eidotter, in allen isolierten Zellen, die in irgend- 

*) Die chemische Beschaffenheit von Protoplasma und Zellkern. 
Progr. rei bot. 3, 124ff., 1910. 

*) On the distribution of assimilated iron compounds, other than 
haemoglobin and haematins, in animal and vegetable cells, IV. Journal 
of microscopical science, 38, part 2, 175ff., 1895. 
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einem Organ Eisen in maskierter Form enthalten, als schwarz- 
griines Sulfid lokal gefallt werden kann, wenn die Zellen zuerst 
in Alkohol gehartet*) und dann mit einer Mischung von 2 T. 
farblosem NH,HS und 1 T. 50°/,igem Glycerin auf dem Objekt- 
trager bei 30° bis 50°C. einen oder mehrere Tage hindurch be- 
handelt werden”). 

Diese mikrochemische Reaktion im Gewebe hat der Autor, 


wie er an derselben Stelle angibt, auf makrochemischem Weg 
kontrolliert, indem er gelbes Blutlaugensalz, K,[{Fe(CN),], das 
Eisen in maskierter Form enthalt, auf NH,HS bei 30° bis 50° 
durch einen oder mehrere Tage einwirken lieB. Er erhielt nach 


eintaigiger Reaktionsdauer bei 40° aus 10 cm® einer 10°/, igen 
K,[Fe(CN), ]-Losung, die also 1 g des Salzes enthielt, einen FeS- 
Niederschlag, der filtriert, in verdiinnter Schwefelsiure geldst 
und mit einer genau gestellten Permanganatlésung titriert wurde. 
Als Resultat ergab sich bei Abwesenheit von freiem Ammoniak 
0,0113 g Fe*), wahrend nach der theoretischen Berechnung 1 g 
K,[Fe(CN),] 0,1516 g Fe enthalten soll‘), also ungefaihr das 
15fache des erreichten Resultates. Aber obwohl der Autor oben 
ausdricklich bemerkt: ,,.By paying due attention to all the con- 
ditions, it is possible to liberate, as sulphide, all the iron of 
such solutions“, soll aus dieser Divergenz zwischen Theorie und 
Experiment kein SchluB gezogen werden; es ist ja méoglich, 
daB hier ein Tag zur vollstaéndigen Ausfallung des Eisens nicht 
genigte. 

Ich habe dieses Experiment wiederholt, indem ich in einer 
gewohnlichen verschlieBbaren Glasdose ebenfalls bei einer Tem- 
peratur von ungefahr 40°C. eine ziemlich konzentrierte Losung 
von gelbem Blutlaugensalz mit einer Ammonsulfidlosung zu- 
sammenbrachte. Nach zehntigiger Einwirkung der beiden Salze 
aufeinander im Thermostaten zeigte sich auch wirklich ein 
griinlich-schwarzer Niederschlag, der nach Filtration und Auf- 


1) S. 184. 

*) S. 180. 

5) S. FuBnote auf S. 180. 

*) 1g K,[Fe(CN),] enthalt x Fe, 


wenn 368,30, " »  95,84g Fe enthalten (nach ihrem 
Molekulargewicht) 





x == 55,84 : 368,3 = 0,1516. 





30 A. Wiener: 


l6sung in Salzsiure mit Rhodankalium eine schéne Rotfarbung 
ergab. Es war also wirklich Eisen als Eisensulfid ausgefallen. 

Da ich aber in der Folge durch die UnregelmaBigkeit der 
Resultate in meinen mikrochemischen Untersuchungen an Ge- 
weben skeptisch geworden war, so wurde dieser Versuch in 
folgender Form wiederholt: Eine verschlieBbare Glasdose habe 
ich zuerst ausparaffiniert'), um zu verhindern, daB die Re- 
agentien Eisen aus dem Glas herauslésen, dann darin Krystalle 
von gelbem Blutlaugensalz in destilliertem Wasser auflésen 
lassen, ferner aus der gesittigten Lésung, die mit keinem Glas- 
gefaB in Beriihrung gekommen war, mit einem Glasspatel die 
ungelésten Krystalle entfernt und eine ganz frisch bereitete 
Ammonsulfidlésung hinzugefiigt. Die Menge der Blutlaugensalz- 
zur Ammonsulfidlésung verhielt sich ungeféhr wie 1:2. Die 
Dose war bis zum Rande gefiillt, so daB der Luftraum zwischen 
dem ebenfalls mit Paraffin iiberzogenen Deckel und der Lésung 
sehr klein war. AuBerdem wurde die Dose im verdunkelten 
Raum gehalten, wodurch einer Oxydation der Ammonsulfidlésung 
und einer dadurch etwa verursachten Herabsetzung ihrer Wirk- 
samkeit so gut als méglich vorgebeugt werden sollte. Einer er- 
héhten Temperatur konnte die Dose natiirlich nicht ausgesetzt 
werden, da das Paraffin geschmolzen ware; sie wurde mit Riick- 
sicht auf die Bemerkung Macallums’): ,,A lower temperature will 
suffice when time is prolonged“ bei Zimmertemperatur 10 Wochen 
lang stehen gelassen. Aber trotz der ungefahr 7fach verlan- 
gerten Zeit konnte nicht die geringste Triibung beobachtet werden. 
Die Mischung blieb bis dahin wasserklar. 

Man muB daraus schlieBen, daB das Eisen, das in meinem 
ersten Versuch als Sulfid ausgefallen war, teils in den nicht 
frisch bereiteten Reagentien als Verunreinigung enthalten war, 
teils aus dem Glas der Dose herausgelést wurde. 

Dieses Resultat stimmt mit den Anschauungen, die in der 
ganzen Makrochemie Geltung haben, wohl iiberein. So sagt 


1) Das Paraffinieren von GlasgefaéBen, eine Methode, die Molisch 
mit vielem Erfolg in die Physiologie einfiihrte, um die Beriihrung von 
Flissigkeiten mit dem Glasgefé8 zu verhindern, wurde hier genau nach 
Molischs Angaben ausgefiihrt: Sitzungsber. d. kais. Akad. d. Wissensch. 
in Wien, math.-naturw. Kl]., 104, Abt. I, Okt. 1895: Die Ernahrung der 


Algen (SiiBwasseralgen) I. Abh., S. 8. 
*) 1. oc. S. 180. 




















Nachweis des Eisens in der Pflanze, insbes. des ,maskierten*. 3] 
z. B. Treadwell’): ,Aus Ferro- und Ferricyanverbindungen 
14Bt sich das Eisen nicht einmal mit Schwefelammonium ab- 
scheiden.“ Und was sich bei innigstem Kontakt der beiden 
Substanzen in waBriger Losung als unmdglich erwies, sollte 
im hochorganisierten Gewebe mdglich sein, wo sich die ver- 
schiedenen Kolloide und permeablen Membranen als vielfache 
Hindernisse zwischen die Substanz im Innern der Zelle und 
das von auBen eindringende Reagens legen? Trotzdem be- 
hauptet Macallum?): ,Ammonium hydrogen sulphide, then, 
may be regarded as a reagent of very great value in the in- 
vestigation of masked compounds of iron, and it must con- 
stitute a final test for this purpose, whenever the accuracy of 
the other reagents... is called in question.“ Dieser Umstand, 
da8 Macallum hier wie auch spiater*) die Schwefelammon- 
reaktion fiir den mikrochemischen Nachweis von maskiertem 
Eisen als oberste Instanz betrachtet und ihre Genauigkeit hoher 
anschlagt als die aller anderen Eisenreaktionen, hat mich be- 
wogen, hauptsachlich diese Methode bei meinen Untersuchungen 
anzuwenden. AufSerdem kommen hier nur zwei Reagentien 
in Betracht, nimlich Alkohol und Schwefelammonium, deren 
Eisengehalt in Erwigung gezogen werden muB, wahrend alle 
anderen von ihm angegebenen Methoden eine ganze Reihe von 
Reagentien erfordern. 

Voriibergehend habe ich mich auch mit der Methode des 
schwefelsauren Alkohols befaBt, obwohl ihre Richtigkeit von 
Macallum selbst gar nicht bewiesen wurde. Er geht dabei 
von folgender Erfahrung aus‘): Einer seiner Schiiler erhielt im 
Ovarium von Erythronium nach zweiwéchiger Behandlung 
mit Bunges Fliissigkeit, die 90 T. 95°/,igen Alkohol und 10 T. 
25°/,ige Salzsiure enthalt, bei 20° sofort eine markante, auf 
den Kern beschrankte Eisenreaktion nach Anwendung von 
Schwefelammonium, woraus man auf die Anwesenheit von an- 
organischem Eisen schlieBen muBte, obwohl man erwartet hatte, 
daB die Bungesche Fliissigkeit alles anorganische Eisen heraus- 








1) Lehrbuch der analytischen Chemie 1, 122, 1911. 

*) 1c. S. 188. 

%) Macallum: Methoden und Ergebnisse der Mikrochemie in der 
biologischen Forschung in ,,Ergebnisse der Physiologie“. 7, 590 u. 691, 1908. 
*) lic. S. 188f. 
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gelost habe. ,,I was at first inclined to believe that the iron 
so shown was due to diffusion into the nuclei of that present 
in an inorganic form in the tissues; but repeated experiments 
have demonstrated the incorrectness of this explanation, and 
that Bunges fluid liberates the iron of organic compounds.“ 
Eine Angabe dariiber, wodurch die Experimente die Unrichtig- 
keit seiner Vermutung dargetan haben, konnte ich nirgends 
finden. 

Des weiteren fiihrt er aus’), daB salpetersaurer und be- 
sonders schwefelsaurer Alkohol, den er in seiner Publikation 
aus dem Jahre 1908 noch besonders empfiehlt, verwendbarer 
sei als salzsaurer Alkohol, da der letztere das befreite Eisen 
rasch extrahiert, so daB nach 2 bis 3tagiger Behandlung ,,no 
iron, organic or inorganic, is left in the preparations“ ,,and 
consequently such preparations on treatment with ammonium 
sulphide give a feeble reaction or not at all“*). Er widerspricht 
hier direkt seiner zwei Seiten friiher aufgestellten Behauptung, 
daB nach zweiwochiger Behandlung mit Bunges Fliissigkeit 
und hierauf erfolgender Einwirkung von Ammonsulfid eine 
markante Eisensulfidreaktion zu erhalten sei’). 

Eine solche Extraktion des befreiten Eisens soll nun aber 
bei Anwendung von salpetersaurem oder schwefelsaurem Alkohol 
nicht zu befiirchten sein. Der letztere ist folgendermaBen zu 
gebrauchen*): 4 T. konz. H,SO, werden mit 100 T. Alkohol 
gemischt, und in dieser Mischung werden die Objekte einen 
Tag hindurch bei einer Temperatur von 30° bis 35° C. gehalten’), 
worauf mit Schwefelammonium oder gelbem Blutlaugensalz eine 
markante Reaktion sofort erhalten wird. 

Uber meine diesbeziiglichen Versuche will ich weiter unten 
im Zusammenhang berichten; ich will hier nur das eine er- 
waihnen: Treadwell gibt an schon zitierter Stelle weiter an: 
»Ferro- oder Ferricyanverbindungen miissen wir vollstandig zer- 
stéren, bevor es gelingt, das Eisen mit den itiblichen Mitteln 
nachzuweisen.“ Eine Methode zur Zerstérung dieser Verbin- 


1) 1. c. 8. 190. 

*) 8. 191. 

%) §. oben 8. 5. 

*) 1. ¢. S. 190. 

5) Bei héherer Temperatur kénnte wohl das Gewebe zerstért werden. 
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dungen ist das ,Abrauchen mit konz. Schwefelsiiure“*), das so 
lange fortgesetzt werden muB, bis die ganze Schwefelsaure als 
Dampf entwichen ist. Nun ist der Siedepunkt der Schwefelsiure 
317°; die Temperatur ihrer maximalen Dissoziation in H,O und 
SO, (und gewohnlich entweichen ja SO,-Dampfe) ist 450°. 
AuBerdem kénnen hier die Verbindungen in waBriger Lésung un- 
gehindert aufeinander einwirken, wihrend doch in der Zelle viel 
kompliziertere Verhaltnisse herrschen. Und die Schwefelsdiure 
wird nach der Methode Macallums nicht nur in auBerordent- 
licher Verdiinnung angewendet, wogegen die Makrochemie zu 
demselben Zweck die konzentrierte Siure bendtigt, hier ist das 
Lésungsmittel nicht einmal Wasser, sondern Alkohol, der die 
Wirksamkeit der Saéure noch bedeutend herabsetzt. GewiB, in 
der Makrochemie kommen wagbare Mengen von Eisenverbin- 
dungen in Betracht, wahrend hier die Menge auBerordentlich 
gering ist und im Verhaltnis dazu das Reagens in grobem 
Uberschu8 angewendet wird. Nehmen wir nun an, da man 
in der Makrochemie nur eine Temperatur von 300° anwendet, 
um komplexe Eisenverbindungen aufzuschlieBen, eine Operation, 
die bei kleinen, aber wagbaren Mengen von Substanz erfahrungs- 
gemaB ungefihr 20 bis 30’ Zeit in Anspruch nimmt. Nehmen 
wir weiter an, daB die konz. Schwefelséure in waBriger Lésung 
auf so geringe Mengen, wie sie in der Mikrochemie in Betracht 
kommen, aber auBerhalb der Zelle in 1’ vollstaéndig eingewirkt 
hat. ,Nun gibt es eine allgemeine Regel, die besagt”), dab 
der Verlauf einer chemischen Reaktion, wenn sich die Tempe- 
ratur um 10° erniedrigt, ungefihr um das Doppelte verlangsamt.“ 
Bei 35° wiirde dieselbe Reaktion also, die bei 300° in 1’ vor 
300 — 35’ 
sich geht, 1><2 1 = 1>< 2265'S) — 94905,000’ — 183 Jahre in 
Anspruch nehmen, ehe sie vor sich gegangen ware. Auberdem 
haben wir angenommen, daf} konz. Schwefelsiure ohne Alkohol- 
verdiinnung angewendet wurde und in direkter Beriihrung auf 
die Eisenverbindung wirken konnte, ohne die so zeitraubende 
Uberwindung der Hindernisse, die sich in der plasmatischen 
Substanz jeder Reaktion entgegenstellen. In Beriicksichtigung 


1) Treadwell 1. c. S. 123. 

*) Holleman, Lehrbuch der anorganischen Chemie 1912, 16. 

5) 26,5-log 2 == 26,5 -0,30103 = 7,977 275, wozu als Numerus 94 905,000. 
Biochemisehe Zeitschrift Band 77. 3 
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dieser zwei retardierenden Momente miiBte man die Reaktions 
zeit noch mindestens verdoppeln. 

Nun ist freilich die Annahme nicht von der Hand zu weisen, 
daB in der Zelle vielleicht noch unbekannte Faktoren vorhanden 
seien, die diese Reaktion irgendwie beschleunigen kénnen, dal 
hier vielleicht organische Eisenverbindungen in Betracht kommen, 
die das Eisen nicht in so fester Bindung enthalten wie das 
Blutlaugensalz. Immerhin glaube ich aber, daB es nach diesen 
Uberlegungen doch nicht gut méglich ist, anzunehmen, daB die 
Reaktion in ein oder wenigen Tagen vor sich gehen ké6nne. 
Auch scheinen meine mikrochemischen Untersuchungen diesem 
Bedenken recht zu geben. Doch bevor ich von diesen berichte, 
mdchte ich noch einige technische Bemerkungen einschieben. 


II. 
Methodisches. 


Macallum fiihrt seine Untersuchungen in folgender Weise 
aus‘): Er zerzupft den zu untersuchenden Schnitt mit zwei 
reinen Ginsekielspitzen, bringt wenige der isolierten Zellen oder 
Zellelemente auf den Objekttrager in einen Tropfen der Glycerin- 
sulfidmischung, bedeckt mit dem Deckglas und bringt das Pra- 
parat in den warmen Ofen. Die Glycerinsulfidmischung, wie 
ich der Kiirze wegen mit Macallum die Mischung von Glycerin 
und Schwefelammon®) nennen will, bereitet er erst auf dem 
Objekttrager, da nach seiner Angabe die Schwefelausscheidung 
aus dem Ammonsulfid durch laingere Einwirkung des Glycerins 
begiinstigt wird®). Danach laBt es sich aber nicht gut be- 
greifen, aus welchem Grund er unter dem Deckglas das Schwefel- 
ammon mit Glycerin mischt, da doch hauptsachlich auch wih- 
rend der Reaktion eine Schwefelausscheidung vermieden werden 
soll. Weiter bemerkt der Autor, daB8 Priparate, die durch 
Schwefelausscheidung gelb werden oder austrocknen, wertlos 
seien. Da es nun aber ein seltener Zufall ist, wenn das nicht 
geschieht, habe ich bald aufgehért, die Reaktion auf Objekt- 
trigern vorzunehmen, sondern mich zu diesem Zweck gréBten- 
teils kleiner Pulverglischen bedient. Spater verwendete ich Flasch- 


1) 1 oe. S. 182f. 
*) S. oben S. 3. 
8) lc. S. 184. 
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chen von 3 bis 5 ccm Inhalt mit eingeschliffenen Glasstépseln. 
Diese wurden ganz mit dem Glycerinsulfid gefiillt, so daB keine 
Luftblase in den Flaschchen vorhanden war und sqmit eine 
Oxydation des Ammonsulfids so ziemlich ausgeschlossen blieb. 
Denn die Vorschrift, daB nur wenige isolierte Zellen in einem 
Praparat untersucht werden sollen, hat erstens den Zweck, zu 
verhiiten, daB das Deckglas durch zu dicke Objekte geneigt 
oder gehoben werde, wodurch das Austrocknen, die Oxydation 
des Ammonsulfids und die Schwefelausscheidung verursacht 
werde'), Uber den weiteren Grund fiir diese MaBregel fiihrt 
er aus 8. 192: ,,If the quantity (of yolk) is large, the liberation 
of the iron from its organic combination entails a diminution 
of the acidity of the reagent (Bunges fluid), and at length the 
extraction of the liberated iron ceases.“ Auch dieser Grund 
ist nur maBgebend, wenn so geringe Reagensmengen in Betracht 
kommen, als unter einem Deckglas Raum finden, wahrend 
3 bis 5 ccm Reagens den Eisenverbindungen von unzerzupften 
diinnen Pflanzenorganen reichlich geniigen. Es wurde davon 
abgesehen, solche diinne Objekte zu zerzupfen, um nicht durch 
diese Manipulation eventuell Verunreinigungen von den Instru- 
menten in die Untersuchungsobjekte hineinzubringen. Es wurden 
darum auch nicht Schnitte von Objekten, sondern ungeschnittene 
diinne Pflanzenorgane verwendet, die mit Glasnadeln prapariert 
wurden, damit nicht der Méglichkeit Raum gegeben werde, 
daB Eisen von einem sauer reagierenden Zellbestandteil*) gelést 
und gespeichert werde. Macallum verwendete bei allen seinen 
Untersuchungen Stahlmesser, wobei er versichert, daB ,,care was 
taken that the knife should not yield a trace of iron to the 
sections“ *), Doch gibt er nicht an, wodurch er das verhindern 
konnte. 

Das Ammonsulfid, das er verwendet, soll nach seiner Vor- 
schrift weder freies Ammoniak enthalten noch auch _ iiber- 
. ee oi 

2) Bechhold, Die Kolloide in Biologie und Medizin 1912, 406: 
»Hin Hauptbestandteil der Zellkerne sind die Nucleoproteide. 
Diese haben stark sauren Charakter; ihnen diirfte auch die intensive 
Firbbarkeit durch basische Farbstoffe zuzuschreiben sein, und ihnen ver- 
dankt der so stark farbbare Bestandteil der Zellkerne beim Histologen 


den Namen Chromatin.“ 
5) 1. c. S. 204. 











36 A. Wiener: 


schiissigen Schwefelwasserstoff, da das erstere die Ausfallung 
des Eisens erschwert’) und der letztere leicht durch den Luft- 
sauerstoff oxydiert wird, wodurch er die Oxydation des Am- 
monsulfids begiinstigt und damit seine eisenfallende Fahigkeit 
herabsetzt”). Nun gibt es aber keinen Indicator, der anzeigt, wann 
das NH,OH mit H,S eben gesattigt ist, und auch der Geruch 
der beiden Reagentien ist schwer auseinanderzuhalten. Eine 
Titration des Ammoniaks und die Einleitung einer genau ge- 
messenen, dem gestellten Ammoniaktiter entsprechenden Menge 
Schwefelwasserstoffes ist bei dem Konzentrationsgrad des Am- 
moniaks vom spez. Gew. 0,96, wie es Macallum verwendet, da- 
rum nicht moéglich, weil wahrend der Titration und wahrend 
der Einleitung des H,S ununterbrochen Ammoniak in Gasform 
entweicht und sich so der Titer fortwihrend verringert. Im 
iibrigen habe ich-die Erfahrung gemacht, daB sich schon wah- 
rend der Einleitung des H,S das Reagens oxydiert und gelb 
zu firben beginnt, obwohl es nach der Theorie*) noch lange nicht 
gesattigt ist. — Ich habe die Einleitung des Schwefelwasser- 
stoffes immer abgebrochen, sobald sich bei rascher Durchleitung 
des Gases eine nur im Vergleich zur reinen Ammoniaklésung 
eben merkliche, ganz schwach hellgelbliche Verfarbung zeigte. 
Ich glaubte, so der Methode Macallums am besten gerecht 
zu werden. Trotz aller VorsichtsmaBregeln hielt sich aber das 
Reagens nicht lange farblos. 


IV. 
Mikrochemische Untersuchungen. 


Es wurden folgende Objekte untersucht: 


Die Pollen und Samenanlagen von Hyacinthus orientalis, 
Galanthus nivalis, 
Narcissus Tazetta, 


1) FuBnote auf S. 180 1. c.: Diese angebliche Tatsache ist iibrigens 
chemisch nicht zu erklaren, da die FeS-Fallung doch nur in alkalischer 
Lésung vor sich geht. — Abderhalden hat nach ,Zusatz von Ammoniak 
bessere Resultate erreicht“. Zitiert nach Zacharias ]. c. S. 138. 

*) Quincke behauptet dagegen, daB ,frisch bereitetes, farbloses 
Reagens nicht so brauchbar ist wie das alte, gelb gewordene der La- 
boratorien“. Zitiert nach Zacharias S. 126 FuBnote. 

8) Es wurde ein dem Ammoniaktiter und der Reaktionsgleichung 
NH, -+ H,S = NH,HS entsprechendes Volumen des H,S eingeleitet, das 
in einem ad hoe geeichten Gasometer gemessen wurde. 
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Erythronium Dens canis’), 
die Samenanlagen von Convallaria majalis, 
[ris germanica, 
die Pollen von Clivia miniata, 
die Epidermen d. Zwiebelschuppen v. Allium Cepa, 
die jungen diinnen Luftwurzeln und 
die Blattepidermen von Tradescantia guianensis, 
die Blattepidermen von Convallaria majalis, 
Lilium sp. 
Phalangium, 
Aechmea fulgens, 
Agapanthus umbellatus*) 
und Saccharomyces cerevisiae*). 
Aus allen Pollenuntersuchungen und aus der Prii- 
fung aller Blattepidermen ergab sich ein durchwegs 
negatives Resultat sowohl nach der Behandlung mit 
schwefelsaurem Alkohol als auch nach der Glycerin- 
sulfidmethode, desgleichen konnte in den Samenan- 
lagen nicht die geringste Eisenreaktion beobachtet 


werden. 


Einige scheinbar giinstige Resultate wurden an den Luft- 


wurzeln von Tradescantia und an den Epidermen der Zwiebel- 
schuppen von Allium Cepa erzielt. 

Bei diesem letzteren Objekt konnte ich in seltenen Fallen 
eine deutliche, im Kern lokalisierte, lichtgriine Farbung beob- 
achten, in deren Mitte sich die Kernkérperchen durch etwas 
dunklere Farbung scharf abhoben. Es gilt dies fiir die Glycerin- 
sulfidmethode, die haltbare Priparate ergab, wahrend die der 
eben beschriebenen ganz analoge Reaktion, die durch die Be- 
handlung mit schwefelsaurem Alkohol und Ammonsulfid erhalten 
wurde, nach einigen Wochen nicht mehr zu sehen war. Wurden 
diese Objekte aber nach der Einwirkung von schwefelsaurem 
Alkohol der Blutlaugensalzreaktion unterworfen, so ergab sich 


1) Das Erythroniummaterial verdanke ich der Giite des Herrn Prof. 
Dr. K. Linsbauer in Graz, wofiir ihm auch hier mein bester Dank ge- 
sagt sei. 

*) Alle Epidermen wurden abgezogen, nicht geschnitten. 

8) Die Behandlung der Pollen und der Hefezellen erfolgte zwischen 
zwei Deckglasern, die in einer mit dem betreffenden Reagens gefiillten. 
verschlossenen Glasdose lagen. 
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eine ebenfalls scharf im Kern lokalisierte Blaufirbung von 
groBerer Haltbarkeit. 

In den Luftwurzeln von Tradescantia war eine ganz ahn- 
liche Eisensulfidreaktion wie in der Epidermis von Allium zu 
beobachten, die sich aber nicht auf die Kerne aller Zellen des 
Objekts gleichmaBig verteilte. In einigen Praparaten erschien 
die Region der Wurzelhaube ganz ohne jede Reaktion, wahrend 
knapp darunter in der Streckungszone, wo die jungen Zellen 
noch klein und zahlreich sind, die dunkelgriin gefirbten Kerne 
gehauft auftraten. In weiterer Entfernung von der Wurzel- 
spitze, wo die Zellen schon gréBer und weniger zahlreich sind, 
waren die griinen Kerne naturgemaéB viel schiitterer zu sehen. 
Andere Priparate zeigten die dunkelgriine Farbung wieder nur 
auf die Region der Wurzelhaube beschrinkt, wo sie aber nicht 
auf den Kern lokalisiert auftrat, sondern iiber das ganze Plasma 
verteilt war, ohne eine Differenzierung erkennen zu _ lassen. 
Hauptsachlich nach der Behandlung mit schwefelsaurem Alkohol 
trat die Reaktion in dieser Form auf, aber in allen diesen 
Praparaten war sie schon nach wenigen Wochen verschwunden. 

Von jedem Objekt wurden einige hundert Reaktionspra- 
parate angefertigt, von denen im ganzen rund 1°/, eine positive 
Reaktion ergaben. Trotz dieses wenig ermutigenden Resultates, 
das die Verwendbarkeit der Reaktion nicht sehr groB erscheinen 
lieB, habe ich mich weiter mit diesen Methoden befaBt und 
eine Vereinfachung ihres Ganges angestrebt. 

So gelang es, festzustellen, daB dieselben Resultate 
auch ohne Temperaturerhéhung bei Zimmertemperatur 
erreicht werden kénnen. 

Hernach wurde die Glycerinsulfidmethode ohne vorher- 
gegangene Alkoholhirtung versucht —- jedoch ohne Erfolg. 
Dieses Ergebnis gab der Vermutung Raum, ob die nach Alkohol- 
hartung erfolgte Reaktion nicht von dem im Alkohol vorhan- 
denen Eisen herriihre, das von den Zellkernen gespeichert wurde, 
deren Proteide stark sauer reagieren’). 

Denn daB eine Speicherung des Eisens durch Zellkerne 
méglich sei, hat schon Gilson*) nachgewiesen. Wohl gab nun 


1) §. oben FuBnote S. 8. 
*) Zitiert nach Zacharias 1]. c. S. 130. 
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der verwendete Alkoho] makrochemisch in der Proberéhre mit 


keinem Eisenreagens auch nur die geringste Reaktion. Aber 
die Empfindlichkeit keiner Reaktion, wenn sie auch noch so 
groB ist, geht ins Unendliche; auch kann der Eintritt der Re- 
aktion durch die Gegenwart des Alkohols gestért werden; und 
nach meinen Erfahrungen gab es keine andere Erklirung als 


die, daB das nachgewiesene Eisen aus dem Alkohol gespeichert 
wurde. Denn da8 das stets alkalisch reagierende Ammonsulfid, 
das auBerdem ein eisenfaliendes Reagens ist, Eisen aus dem 
Glas herauslésen sollte, ist héchst unwahrscheinlich; wenn es 
vor mechanischem Eisenzutritt gewahrt wird, kann es vollkommen 
eisenfrei erhalten bleiben. Um aber dem Einwand zu begegnen, 
der behaupten kénnte, daB die Alkoholhirtung das Gewebe 
erst fiir die Reagentien permeabel mache, wurde der Alkohol 
iiber einen Platinkiihler in einen Jenaerkolben') destilliert. 
Nach Hartung mit diesem destillierten Alkohol und 
hierauf erfolgter Behandlung nach der Ammonsulfid- 
methode war in keinem einzigen Fall eine Reaktion 
zu beobachten, auch wenn die Dauer der Einwirkung 
des Ammonsulfids auf 6 bis 8 Wochen ausgedehnt 
wurde. Es war also in dem kiuflichen Alkohol Eisen in ganz 
geringen Spuren vorhanden, die mit den Eisenreagentien makro- 
chemisch nicht mehr nachweisbar waren, die aber doch von 
den Zellkernen gespeichert und akkumuliert werden konnten, 
so daB sie dann mikrochemisch nachweisbar waren. Durch 
diese Tatsache verliert die Behauptung Macallums”*) an Wert, 
in der er versichert: ,The hardening reagents were free from 
iron salts, a fact of which I convinced myself by qualitative 
analyses.“ Daf die Reaktion nach Hartung mit dem un- 
destillierten Alkohol nur in so geringem Prozentsatz*) erhalten 
wurde, diirfte einerseits auf ein individuell verschiedenes Spei- 
cherungsvermégen gleichartiger Zellen zuriickzufiihren sein, das 
vielleicht auf verschiedenen Grad von Aciditaét der Chromo- 
somen der verschiedenartigen Zelikerne hindeutet, andererseits 


”) Jenaer Glas, das kein Eisen enthialt, wurde statt paraffinierter 
GefaBe verwendet, weil der Alkohol das Paraffin angreift. 

*) 1. ¢. S. 200. 

3) S. oben S. 11. 
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durch verschiedenen Eisengehalt des Alkohols verursacht worden 
sein, der nicht immer von derselben Provenienz war. 

Ich habe in der Folge Klarheit dariiber zu gewinnen ge- 
sucht, in welcher Konzentration das Eisen im Reagens vor- 
handen sein mub, um von pflanzlichen Geweben gespeichert 
und mikrochemisch nachgewiesen werden zu kénnen. Es wurden 
zu diesem Zweck FeCl,- und Fe,(SO,),-Lésungen in Konzentra- 
tionen von 1 bis 0,000000 1°), hergestellt und jede dieser Lésungen 
mit dem destillierten Alkohol ungefahr im Verhaltnis 1:2 ge- 
mischt. In einer 0,1°/,igen Eisenlésung’) erfolgte makroche- 
misch mit Ammonsulfid ein starker FeS-Niederschlag, und zwar 
momentan in waBriger Lésung, nach einigen Sekunden in der 
Mischung mit dem Alkohol. Die schon erfolgte Eisenreaktion 
wurde durch nachtraglichen Zusatz von Alkohol nicht geschwacht. 
Eine 0,01°/, ige Eisenlésung gab keine Ammonsulfidreaktion mehr. 
Und trotzdem erhielt ich in der Epidermis der Zwiebelschuppen 
von Allium Cepa eine schéne Eisenreaktion, nachdem sie in 
einem Alkohol gehartet wurde, der zu einem Drittel mit einer 
0,001°/,igen Eisenlésung gemischt wurde, so daB auf 300000 
Teile der Mischung von destilliertem Wasser und Alkohol 1 Teil 
Eisen kam. Das Bild, das sich nach erfolgter Ammonsulfid- 
behandlung da ergab, war dem vollkommen analog, das nach 
Hartung mit dem gewdhnlichen Alkohol des Handels erzielt 
wurde. 

Freilich konnte auch hier keine Stetigkeit in den Resul- 
taten erzielt werden; immerhin gaben hier ungefaihr 5°), aller 
Praparate eine Reaktion. Auch bei der Untersuchung anderer 
Objekte iiber ihr Speicherungsvermégen ergab sich ungefahr 
derselbe Prozentsatz. Es waren dies die Luftwurzeln von Trades- 
cantia guianensis und die Samenanlagen von 

Erythronium Dens canis, 
Hyacinthus orientalis 
Galanthus nivalis. 

Tradescantia ergab nach Hartung mit Alkohol, der mit 
einer 0,01°/,igen Eisenlésung gemischt war, eine ahnliche 
Reaktion wie nach Hartung mit dem kéauflichen Alkohol; 
Erythronium zeigte nach Behandlung mit Alkohol, gemischt 


1) Chloride und Sulfate verhielten sich ganz gleich. 
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mit einer 0,001°/,igen Eisenlésung nur hie und da in ver- 
einzelten Zellen einer Samenanlage eine Eisenreaktion; wurden 
Teile des Gynoeceums von Galanthus mit einer 0,005°/,igen 
alkoholischen Eisenlésung behandelt, so konnte nur in den 
Zellkernen der Placenta eine deutliche Eisenreaktion beobachtet 
werden, wahrend die Samenanlagen keine Reaktion zeigten; 
erst die Hartung mit 0,1°/,iger alkoholischer Eisenlésung be- 
wirkte auch eine schwache Eisensulfidreaktion in den Samen- 
anlagen und zwar haufig nur in den median oder polar ge- 
legenen Zellen. In den Samenanlagen von Hyacinthus konnte 
keine Eisenspeicherung festgestellt werden. — Samenanlagen von 
Galanthus wurden 6 bis 8 Wochen hindurch mit alkoholischen 
Kisenlésungen von verschiedenem Prozentgehalt behandelt. Aber 
trotz dieser langen Einwirkung des Eisens konnte nach Ver- 
wendung von 0,0001°/,iger alkoholischer Eisenlésung nicht die 
geringste Schwefelammonreaktion beobachtet werden; es zeigte 
sich nur eine braunliche Tinktion der Kerne, die auch nach 
Einwirkung von destilliertem Alkohol ohne hierauf erfolgter 
Sulfidreaktion zu sehen ist; erst nach Hartung mit Alkohol, 
der eine 0,01°/,ige Eisenlésung enthielt, konnte nach dieser 
langen Einwirkungsdauer des Eisens eine Ammonsulfidreaktion 
in den Kernen erhalten werden. 

Es zeigt sich also, daB weitestgehende Verschiedenheiten 
im Speicherungsvermogen gleichartiger und verschiedenartiger 
Zellen derselben und verschiedener Pflanzen und Pflanzenarten 
herrschen. 

Spater wurde versucht, die Objekte vor der Ammonsulfid- 
behandlung in destilliertem Wasser zu waschen, um den Alkohol 
aus dem Gewebe zu entfernen und so normale tonische Ver- 
haltnisse herzustellen. Aber auch dadurch konnte keine gréSere 
RegelmiaBigkeit in den Resultaten erzielt werden. 

DaB es sich auch in den Ergebnissen Macallums um 
Eisenspeicherung in den Geweben handeln diirfte, 14Bt sich auch, 
abgesehen von allen anderen Griinden, daraus vermuten, dai 
er mit Stahlmessern arbeitet. Berichtet er doch selbst’), dal 
er durch Behandlung von FeO mit Bunges Fliissigkeit eine 
Lésung des Eisens darin erreichen konnte und da’ aus dieser 


1) |. ce. S. 195, FuBnote. 
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Lésung das Eisen von den Kernen gespeichert und in diesen 
nachgewiesen wurde. Und ist derselbe Vorgang nicht sehr 
wahrscheinlich, wenn vom Stahlmesser Eisenteilchen am Schnitt 
haften bleiben und dieser nachtriglich der Einwirkung von 
Bunges Fliissigkeit ausgesetzt wird? 

Macallum verwahrt sich wohl gegen den Einwand, dai 
das von ihm im Zellkern nachgewiesene Eisen aus den Re- 
agentien oder aus dem Glas der verwendeten GefiBe stammt?), 
indem er darauf verweist, daB er aus einer Reihe von Schnitten 
eines Ovariums von Erythronium alles Eisen mit Bunges 
Fliissigkeit extrahiert und dann nach aufeinanderfolgender Be- 
handlung mit schwefelsaurem Alkohol und Ammonsulfid keine 
FeS-Reaktion erhielt, waihrend das wohl der Fall war, wenn er 
vorher die Extraktion mit Bunges Fliissigkeit unterlieB. 

Nach den Erfahrungen, die ich mit meinen Speicherungs- 
versuchen machte, nach der Sparlichkeit der positiven Resultate 
(5°/, aller Reaktionen) bei ganz gleichen Versuchsbedingungen 
diirften diese Ergebnisse vielleicht auf andere Ursachen zuriick- 
zufiihren sein; méglicherweise hat die Einwirkung der Bunge- 
schen Fliissigkeit Verainderungen im Kerne zur Folge, die ihm 
die Eisenspeicherung aus anderen Reagentien erleichtern. 

Denn neben dem Stahlmesser kann auch der Alkohol eine 
Eisenquelle in den Untersuchungen Macallums gewesen sein. 
Er macht wohl einmal die Bemerkung?): ,,The alcohol can by 
redistillation be made free from iron“, was darauf schlieBen 
1aBt, daB auch er destillierten Alkohol zur Hartung seiner Ge- 
webe verwendete. Da er aber andererseits zugibt*): ,it was 
of course, impossible to provide against the iron in the glass“, 
so ist es méglich, daB nach laingerem Stehen der destillierte 
Alkohol wieder durch Spuren von Eisen verunreinigt wurde, 
die dann von den Zellkernen gespeichert werden konnten. 
Dann ist es aber auch sehr wahrscheinlich, da seine negativen 
Resultate, die er einerseits der GréBe der Kerne oder Zellen‘), 
andererseits der Austrocknung und Schwefelausscheidung®) in 








1) 1. ¢. 8. 195. 

2) §. 199. 

3) §. 190. Er hatte doch Jenaer Glas, Quarz- oder PlatingefaBe ver- 
wenden kénnen! 

*) S. 185. 

8) S. 182. 
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den Praparaten zuschreibt, in Wirklichkeit auf die Verwendung 
von noch frischem destilliertem Alkohol zuriickzufiihren sind, 
der noch kein Eisen enthielt. 

Durch diese Speicherungsversuche ist dargetan, da nicht 
nur die Eisenlésung, sondern auch das Eisenreagens die Még- 
lichkeit hat, in die Zellen einzudringen, auch wenn diese im 
Verband des Gewebes belassen werden und nicht zerzupft und 
isoliert sind. Es soll diese Feststellung dem Einwand zuvor- 
kommen, da jede einzelne Zelle vom Reagens ganz umspiilt 
sein muB, ehe eine Reaktion erfolgt. Im _ iibrigen kénnen 
z. B. die Zellen einer einschichtigen Epidermis auch im Ge- 
webeverband in den Flaschchen weit besser vom Reagens 
umspilt werden als isoliert auf dem Objekttraiger, wo sie eng 
an zwei Glaswinde gepreBt sind. 

Ich wollte mir nun GewiBheit dariiber verschaffen, ob die 
untersuchten Gewebe in Wirklichkeit kein Eisen enthielten oder 
ob es nur mit unseren heute bekannten Methoden unmédglich 
ist, in komplex gebundener Form vorhandenes Eisen nachzu- 
weisen. Es wurden zu diesem Zweck Zwiebeln von Allium Cepa 
in Hyazinthenglisern zum Keimen ausgesetzt. Vier der Hya- 
zinthengliser waren mit 0,1- resp. 0,001°/,iger FeCl,- resp. 
Fe,(SO,),-Lésung gefiillt, zwei mit reinem Leitungswasser. Nach 
8 Tagen, nachdem die Wurzeln schon ziemlich tief in die Fliissig- 
keiten hineingewachsen waren, wurden von allen 6 Zwiebeln, 
von denen doch 4 héchstwahrscheinlich Eisen in ihre Gewebe 
aufgenommen hatten, Epidermen von Schuppen nach der Am- 
monsulfidmethode auf ihren Eisengehalt untersucht — mit voll- 
kommen negativem Resultat. Man muB also endgiiltig 
sagen, daB wir offenbar noch nicht die Mittel in der 
Hand haben, maskiertes Eisen mikrochemisch nach- 
zuweisen. 

Nur fliichtig wurde Saccharomyces cerevisiae auf Eisen- 
gehalt gepriift. Nach Behandlung der Hefezellen mit Ammon- 
sulfid bei erhéhter Temperatur konnte bloB dieselbe lichtbraun- 
liche K6érnelung wahrgenommen werden, die sich schon nach 
Hartung mit destilliertem Alkohol ergab. Da nun aber die Kerne 
aller Mikroorganismen iiberhaupt schwer wahrnehmbar zu machen 
sind, so wurden hauptsachlich Organe monokotyler Pflanzen unter- 
sucht, deren Zellen groBe, deutlich sichtbare Kerne haben. 
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Auch Macallum stellt fest’), daB die Eisenverbindungen 
in den Kernen hoéherer Pflanzen ,may be demonstrated 
especially readily if its nuclei-are large, as is the case 
in Erythronium americanum“. Trotzdem bemerkt er an anderer 
Stelle*): The disadvantages connected with the use of ammo- 
nium hydrogen sulphide to demonstrate the presence of masked 
iron are,..., that it is not successful on large nuclei or 
on nuclei of large cells...“ Und diese Behauptung stellt er 
auf, obwohl er*) die Ammonsulfidreaktion iiber alle anderen 
Eisenreaktionen gestellt hat! Mit dieser seiner eigenen Fest- 
stellung ware aber die Bedeutung dieser Reaktion zum Nach- 
weis maskierten Eisens sehr herabgesetzt. 

Im iibrigen méchte ich nur noch erwahnen, daB auch Hall, 
Abderhalden und Hofmann‘) bei ihren mikrochemischen 
Untersuchungen mit der Ammonsulfidmethode zu negativen 
Resultaten gelangten. 


¥. 


Eine Beobachtung iiber den Nachweis locker gebundenen 
Eisens an einigen Samen, 


Ergebnisreicher als der Nachweis des maskierten Eisens 
ist der des locker gebundenen Eisens in der Pflanze. Molisch 
erwihnt in zweien seiner Werke*) ein sehr interessantes Vor- 
kommen ionisierten Eisens in einigen Samen. 

Werden Kotyledonen von Cruciferensamen *) nach eintagiger 
Quellung mit Wasser von der Testa befreit, dann nacheinander auf 
einige Stunden in 2°/,iges gelbes Blutlaugensalz, auf einige Minuten 
in destilliertes Wasser und 5°/,ige Salzsiure gebracht und in 
Chloralhydrat unter dem Mikroskop betrachtet, so sieht man 
ein schénes, tiefblaues, mehr oder weniger verzweigtes Netz, 
aus dickeren und diinneren Strangen gebildet, das dem Verlauf 
der GefaBbiindelanlagen folgt. Es riihrt von lockeren Eisen- 


t) §. 211. 

*) S. 185. 

3) S. oben S. 4ff. 

‘) Zitiert nach Zacharias 1. c. S. 127, 133f. 

5) Mikrochemie der Pflanze. Jena 1913, 40f. Derselbe: Die Pflanze 
in ihren Beziehungen zum Eisen 1892, 35. 

6) Untersucht wurden: Sinapis alba, Iberis amara, Hesperis matronalis. 
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verbindungen her, die in Zellen liegen, die die Gefai®biindel- 
anlagen umsdumen und mit gelbem Blutlaugensalz Berlinerblau') 
bilden. 

LaBt man die von der Testa befreiten Samen einige Stunden 
in Ammonsulfid, so erhalt man dasselbe Netz in dunkelgriiner 
Farbe, aus Eisensulfid gebildet. 

Was mich bei der Beschiiftigung mit dieser auffallenden 
Kisenlokalisation anfangs befremdete, war die Erfahrung, dab 
30 bis 40 Jahre alte Cruciferensamen kein Eisennetz zeigten, 
obwohl sie genau so behandelt wurden wie die frischen. Die 
Keimprobe, die mit beiden Samenpartien vorgenommen wurde, 
erwies, wie vorauszusehen war, die alten Samen als nicht keim- 
fahig, waihrend die frischen ein Keimprozent aufwiesen, das 
dem Prozentsatz fast vollstiindig entsprach, in dem das Eisen- 
netz in den untersuchten Samen auftrat. 

Anfangs dachte ich, da hier ein prinzipieller, chemisch 
exakt definierter Unterschied zwischen toter und lebendiger 
Substanz vorlige. Bald aber ergab sich mir eine einfache Er- 
klarung, die den vorliegenden nur als neuen Einzelfall einer 
bekannten Gruppe von Erscheinungen einordnete. 

In den toten Samen befindet sich im trockenen Zustand 
das Eisen ebenso lokalisiert wie in den frischen. Da sich aber 
die Diffusionsverhaltnisse in den Zellen durch den Tod voll- 
stindig andern, so diffundiert das Eisen wahrend der Quellung 
in Wasser aus den Zellen heraus und verbreitet sich in das Ge- 
webe des ganzen Kotyledo. Dadurch wird die Eisenmenge, die 
eine einzelne Zelle enthalt, so minimal, daB die Farbreaktion 
zu schwach ist, um unter dem Mikroskop gesehen werden zu 
konnen. 

Es ware das dieselbe Erscheinung, wie sie bei den Diffu- 


sionsverhaltnissen von Farbstoffen zutage tritt, die sich auch 
mit dem Tod vollstandig andern. Nur daB es sich hier um 
einen unentbehrlichen Nahrstoff handelt, um eines der wichtig- 
sten Elemente des Organismus. 

Die Richtigkeit dieser Erklarung wurde dadurch dargetan, 
daB die Quellung der alten Samen statt in Wasser in dem be- 
treffenden eisenfaillenden Reagens vorgenommen wurde, so daB 


1) 4 FeCl, +3 K,[Fe(CN),] = Fe, [Fe (CN),], + 12 KCl. 
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zugleich mit dem Wasser das Fallungsmittel zu den eisenhaltigen 
Zellen gelangte und eine Diffusion der Eisensalze ‘ausschloB, 
Wurden die Samen dann nach Befreiung von der Testa noch 
einmal der Einwirkung desselben Fallungsmittels ausgesetzt, so 
konnte die bekannte netzformige Eisenlokalisation mikroskopisch 
festgestellt werden’). Der Unterschied zwischen totem und le- 
bendem Samen zeigt sich also erst wihrend der Quellung, durch 
die auch im frischen Samen das latente Leben ausgelést 
werden kann, der die Stoffe im toten Samen aber nicht mehr 
standhalten kénnen. 

Das so nachgewiesene Eisen hat der Same von der Mutter- 
pflanze mitbekommen, vermutlich, damit er diesen wichtigen Nahr- 
stoff wahrend der ersten Embryonalentwicklung nicht entbehren 
miisse, wihrend welcher die Testa eine Eisenzufuhr von auBen 
wahrscheinlich erschwert. — Es wire das ein strenges Analogon 
zu den Verhiltnissen im tierischen Organismus. Bunge’) weist 
nach, daB das Saéugetier ,bei seiner Geburt einen groBen Eisen- 
vorrat fiir das Wachstum seiner Gewebe mitbekommt“. Hier 
liegt der Grund fiir diese Einrichtung in der Schwierigkeit der 
Assimilation organischer Eisenverbindungen, die fiir den Saug- 
ling nicht zu iiberwinden ware. Darum geht das Eisen, das der 
Saugling fiir seine erste Lebenszeit braucht, nicht durch die 
Nahrung (die Milch ist auBerst eisenarm), sondern auf direktem 
Weg von der Mutter auf den Embryo iiber. Dieses Eisen ist 
verbraucht, sobald der Saugling fahig ist, Eisen, das ihm- von 
auBen zugefiihrt wird, zu assimilieren.— Ein ganz analoger 
Fall liegt augenscheinlich in den Eisenverhaltnissen der Samen 
vor. Denn auch hier verschwindet allmahlich der Eisenvorrat 
lings der Procambiumstriange mit der beginnenden Entfaltung 
des Embryos, sobald das mechanische Hindernis der auBeren 
Eisenzufuhr, die Testa, abgestreift ist und die Wurzelhaare zur 
Nahrungsaufnahme geniigend ausgebildet sind. 

Vielleicht spielt das Eisen hier aber noch auch im Atmungs- 
prozeB eine Rolle. ,,Das Eisen“*), sagt Schneider, ,,findet sich 


) La8t man frische Samen im Fallungsmittel statt in Wasser quellen, 
so ist das Eisennetz besonders brillant zu sehen. 

*) Pathologische und physiologische Chemie. Leipzig 1898, 409f. 

8) Zitiert nach Fiirth: Vergleichende chemische Physiologie der 
niederen Tiere 1908, 586 ff. 
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mit verhaltnismaBig geringen Ausnahmen oft in bedeutenden 
Mengen in den Kiemen der Tunikaten, Mollusken und Crustaceen, 
in den Wasserlungen der Holothurien, oder bei solchen Tieren, 
die selbstandige Atmungsorgane entbehren, in K6rperteilen, 
welche den allgemeinen Gasaustausch vermitteln helfen, wie in 
der Haut und den Tentakeln gewisser Wiirmer und Anthozoen, 
den Ambulacris vieler Echinodermen und in der Sarkode der 
Schwimme.“  ,Bei einer friiheren Gelegenheit bemerkt 
Schneider’), die Annahme, das Eisen spiele in den Geweben 
die Rolle des Sauerstoffiibertrigers, wiirde an Wahrscheinlich- 
keit gewinnen, wenn es gelinge, den Nachweis zu fiihren, daB 
dieses Metall in den frischen, unveranderten Geweben gleichzeitig 
in der Oxyd- und in der Oxydulform vorhanden sei.“ Denn 
durch diesen Nachweis wire es wahrscheinlich gemacht, daB das 
Eisen sowohl] nach Aufnahme des Sauerstoffs in der Oxydform als 
auch nach Abgabe dieses Sauerstoffes in der Oxydulform Ver- 
bindungen innerhalb des Organismus eingehe und daher die 
Fahigkeit besitze, Sauerstoff zu iibertragen. Ich habe nun die 
Eisenreaktion in Cruciferensamen auch mit rotem Blutlaugensalz 
versucht und nach einer der Berlinerblaumethode ganz analogen 
Behandlung ein dem Berlinerblaunetz ganz gleiches Netz von 
Turnbullsblau erhalten, das durch Einwirkung des roten Blut- 
laugensalzes auf Ferroverbindungen*) entsteht. Es sind also 
in den Zellen, die die Procambiumstringe umgeben, Ferro- und 
Ferriverbindungen vorhanden®*), und zwar kann mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit behauptet werden, da’ beide Verbindungen gleich- 
zeitig nebeneinander vorkommen, da beide Reaktionen, wiewohl 
selbstverstandlich nicht an denselben Samen vorgenommen, doch 
mit groBer RegelmaBigkeit auftreten. 

AuGerdem stellt Otto Warburg‘) ,auf Grund der (von 


1) Zitiert nach Fiirth: Vergleichende chemische Physiologie der 
niederen Tiere 1903. 

*) 2K,[Fe(CN),]-+ 3 FeCl, = 6KCl-+ Fe, [Fe '(CN)g]o. 

8) Schon Molisch gibt in seinem 1892 erschienenen Werk: ,,Die 
Pflanze in ihren Beziehungen zum Eisen“ S. 6 an, daB das Eisen in den 
Pflanzenzellen sowohl in der Oxyd- wie in der Oxydulform nachgewiesen 
werden kann. 

*) Uber die Rolle des Eisens in der Atmung des Seeigels nebst 
Bemerkungen iiber einige durch Eisen beschleunigte Oxydationen. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 92, 253f., 1914. 
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ihm) mitgeteilten Tatsachen die Theorie auf, da die Sauerstoff- 
atmung im Ei eine Eisenkatalyse ist und daB der im Atmungs- 
prozeB verzehrte Sauerstoff primar von gelésten, absorbierten 
Eisenionen aufgenommen wird.“ 

Angesichts dieser feststehenden Tatsachen und in Analogie 
zu den Verhaltnissen im tierischen Ei ist es sehr wahrschein- 
lich, daB das Eisen auch hier als Sauerstoffiibertrager wirkt, 
solange die Nahrungsaufnahme noch durch Diffusion erfolgt 
und die Leitungsbahnen der GefaiBbiindel noch nicht fiir ihre 
Zwecke beanspruchen kann, zumal das ionisierte Eisen in diesen 
Samen gerade um die Gefa®biindelanlagen lokalisiert ist, wo 
ein Gasaustausch vielleicht eher als an irgendeiner anderen 
Stelle in dem von der harten Testa umschlossenen Keimling statt- 
finden k6énnte. 

Auch fiir diese Annahme kénnte die Tatsache sprechen, 
daB mit beginnender Inanspruchnahme der GefaBbiindel durch 
die Nahrfliissigkeit und mit beginnendem Gasaustausch durch 
die Spaltéffnungen, da die oxydative Wirksamkeit des Eisens 
iiberfliissig wird, das ionisierte Eisen nicht mehr nachweisbar, 
von den Keimlingen gerade aufgebraucht und komplex ge- 
bunden ist. 

Freilich bin ich mir wohl bewuBt, daB diese meine ge- 
aiuBerte Ansicht vorlaufig nur hypothetischen Charakter tragt 
und da’ ihre Berechtigung erst noch eingehender auf experi- 
mentellem Wege erwiesen werden miibte. 


Zusammenfassung. 


1. Macallum gibt an, daB Eisen in der Zelle aus seinem 
»~maskierten“ Zustand befreit und auf mikrochemischem Wege 
lokal als griines Eisensulfid nachgewiesen werden kénne, wenn 
die zu untersuchenden Objekte nach Alkoholhartung bei einer 
Temperatur von 30 bis 50° der Einwirkung von farblosem 
Ammonsulfid ausgesetzt werden, das zu gleichen Teilen mit 
50°/,igem Glycerin gemischt ist. 

Des weiteren empfiehlt Macallum die Behandlung der 
Objekte, die auf ihren Gehalt an maskiertem Eisen gepriift 
werden sollen, mit ungefahr 4°/,igen alkoholischen Mineral- 
siuren zur Lockerung der Verbindungen maskierten Eisens. 
(Der Alkohol soll wahrscheinlich die degenerierende Wirkung 
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der Saiuren auf die Gewebe hintanhalten.) Der Vorzug wird 
dem schwefelsauren Alkohol gegeben, der das aus dem mas- 
kierten Zustand befreite Eisen nicht extrahiert, wie angeblich 
salzsaurer Alkohol sive ,Bunges Fliissigkeit*. Nach dieser 
Behandlung soll der Nachweis mit der Ammonsulfid- oder 
Berlinerblaureaktion leicht méglich sein. 

Die Ammonsulfidmethode wird makrochemisch iiberpriift, 
indem Macallum Ammonsulfid auf die komplexe Eisenverbin- 
dung des gelben Blutlaugensalzes einwirken liBt, worauf er 
einen griinen Niederschlag von Eisensulfid erhalt. 

2. Ich habe diesen letzten Versuch unter Anwendung aller 
VorsichtsmaBregeln wiederholt (Verwendung eines nach der 
Methode Molischs ausparaffinierten GefaiBes, wodurch eine 
Beriihrung der Lésungen mit dem Glas unméglich wurde, so dai 
aus dem Glas das Eisen nicht herausgelést werden konnte; 
weiter Verwendung von ganz frisch bereiteten, also vollikommen 
reinen Fliissigkeiten). Nach 10 woéchiger Einwirkung der beiden 
Fliissigkeiten aufeinander konnte nicht die geringste Triibung 
wahrgenommen werden. 

3. Das von Macallum auf diesem Wege nachgewiesene 
Eisen diirfte also teils aus dem Glas des GefaBes, teils aus 
Verunreinigungen der Lésungen stammen. Denn nach Ver- 
wendung eines unparaffinierten GefiBes und alter Lésungen 
habe auch ich einen Eisensulfidniederschlag erhalten. 

4. Die Befreiung des Eisens aus maskierten Verbindungen 
mit schwefelsaurem Alkohol erscheint nach Erwigungen der 
theoretischen Makrochemie als sehr unwahrscheinlich. 

5. Von 14 monokotylen Pflanzen wurden verschiedene diinne 
Organe nach den erwaihnten Methoden mikrochemisch auf ihren 
Eisengehalt gepriift, wobei sich aber nur an den Luftwurzeln 
von Tradescantia und an den Epidermen der Zwiebelschuppen 
von Allium Cepa ein positives Resultat erzielen lie’ und zwar 


nur in 1°), aller verfertigten Praparate. 


0 


6. Wurden solche Objekte ohne Alkoholhartung mikro- 
chemisch auf ihren Eisengehalt untersucht, so ergab sich ein 
vollkommen negatives Resultat, desgleichen nach Har- 
tung mit destilliertem Alkohol. Daraus muBbte geschlossen 
werden, daB das friiher nachgewiesene Eisen aus dem 


verwendeten Alkohol des Handels gespeichert wurde, 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 4 
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7. Um diese Vermutung zu priifen, wurde destillierter Alkohol 
zu einem Drittel mit 0,01 bis 0,0001°/,igen waBrigen Eisen- 
lésungen gemischt. Nach Hartung verschiedener Objekte mit 
diesen alkoholischen Eisenlosungen und hierauf erfolgter Schwefel- 
ammonbehandlung ergab sich bei bestimmten Konzentrationen 
des Eisens genau dasselbe Bild wie nach Hartung mit dem 
gewohnlichen Alkohol des Handels, wiewohl das Eisen makro- 
chemisch mit Schwefelammon in beiden Fallen nicht mehr 
nachweisbar war. 

8. Auch an Pflanzen, denen in kiinstlichen Nahrlésungen 
Eisen geboten wurde, die also doch hdéchstwahrscheinlich in 
ihren Geweben Eisen enthielten, konnte das Eisen mikrochemisch 
nicht nachgewiesen werden. Daraus muB man schlieBen, dab 
das negative Ergebnis einer Eisenreaktion an Geweben noch 
lange nicht auf die Abwesenheit von Eisen hinweist, sondern 
daB8 wir heute noch nicht die Mittel in der Hand haben, 


maskiertes Eisen mikrochemisch nachzuweisen. 
9. Schon im Jahre 1892 fand Molisch in den Kotyledonen 
der Samen von Sinapis alba locker gebundenes Eisen in den 


Zellen lokalisiert, die die Procambiumstrange umsiumen. Das 
mikroskopische Bild bietet nach Vornahme der Berlinerblau- 
reaktion ein verzweigtes Netz aus dickeren und diinneren blauen 
Strangen. Es gelang mir, an einigen Cruciferensamen festzu- 
stellen, daB der Eisennachweis, wie ebenfalls Molisch in dem 
Werke: ,,Die Pflanze in ihren Beziehungen zum Eisen“ andeutet, 
in genau derselben Lokalisation auch mit rotem Blutlaugensalz 
gefiihrt werden kann, wobei sich durch Reaktion von Ferrover- 
bindungen mit dem Reagens Turnbullsblau bildet. Das Eisen konnte 
an derselben Stelle auch mit Schwefelammon nachgewiesen wer- 
den, wobei man ein griines Netz von Eisensulfid erhilt. 

10. Das so nachgewiesene Eisen diirfte einerseits zur Ernah- 
rung des Embryos dienen, solange die a4uBere Eisenzufuhr durch 
die Testa erschwert ist, andererseits diirfte es vielleicht als 
Sauerstoffiibertriger wirken. 

11. Alte, tote Cruciferensamen weisen diese Eisenlokalisation 
nach Quellung im Wasser nicht auf, da das Eisen wahrend der 
Quellung iiber das Gewebe des ganzen Kotyledo diffundiert, 
wohl aber nach Quellung im Fallungsmittel. 





Bemerkungen zu H. Wintersteins IV. Beitrag zur 
Kenntnis der Narkose. 


Von 
Rudolf Hober. 


(EBingegangen am 3. Juli 1916.) 


In einer letzthin von H. Winterstein an dieser Stelle 
veroffentlichten Mitteilung’), in der er der Auffassung bei- 
pflichtet, daB die Narkose der typisch erregbaren Organe auf 
einer reversiblen Permeabilitaitsverminderung beruht, findet 
sich gelegentlich einer einleitenden Erérterung iiber die Theo- 
rien der Narkose auf 8.75 der Satz: ,Wahrend Héber auf 
Grund seiner Versuche*) zunichst bloB die allgemeine und in 
ihrer Unbestimmtheit die Erkenntnis wenig férdernde Schlub- 
folgerung gezogen hatte, daB die Narkose den der Erregung 
zugrunde liegenden ,Kolloidvorgang‘ hemme, entwickelte Lillie’*) 
in tiberaus klarer Weise eine, jetzt auch von Héber vertretene, 
,Permeabilitatstheorie’ der Narkose, die, wenn sich ihre Grund- 
lagen als richtig erweisen, allen Anforderungen an eine allge- 
meine Narkosetheorie entspriche, da sie eine Zuriickfiihrung 
der narkotischen Herabsetzung der Erregbarkeit auf das all- 
gemeine Problem der Erregung bedeuten wiirde.“ Hierdurch 
und noch mehr durch den 8. 79 stehenden Satz, daB ich ,,auf 
Grund der (auf meine Anregung) von Joel (1915) ausgefiihrten 
Versuche*) zu einer Permeabilitiatstheorie der Narkose gelangte, 
die mit jener Lillies vdllig iibereinstimmt*, wird jeder unbe- 
teiligte Leser den Eindruck gewinnen, daB ich bei meinen 
Narkoseversuchen aus dem Jahre 1907 an eine Permeabilitiats- 


1) Diese Zeitschr. 75, 71, 1916. 

*) Arch. f. d. ges. Physiol. 120, 492, 1907. 
8) Americ. Journ. of Physiol. 24, 14, 1909. 
4) Arch. f. d. ges. Physiol. 161, 5, 1915. 
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theorie der Narkose iiberhaupt nicht gedacht habe, ja es wird 
sogar so scheinen, als hatte ich mir jetzt eine von Lillie er- 
sonnene Theorie zu eigen gemacht. Aber eines ist so unrichtig 
wie das andere. Meine 1907 verdffentlichte Untersuchung ba- 
siert ganz und gar auf meinen Messungen der durch Alkali- 
salze zu erzeugenden Ruhestréme von Muskeln'), und diese 
hatten mich in konsequenter Fortentwicklung der von Bern- 
stein in seiner Membrantheorie zusammengefaBten Vorstel- 
lungen von der Ionenpermeabilitét der Plasmahiute zu dem 
Satz gefiihrt, daB Erregung einhergeht mit Auflockerung der 
Plasmahautkolloide und dadurch Erhéhung der Ionen- 
durchlassigkeit. Auf diese vorangegangenen Untersuchungen 
und Uberlegungen berief ich mich in meiner dann folgenden 
Narkosemitteilung 1907 mit dem Satz: ,Das Entstehen von 
EMK durch die Salzwirkung kann man im AnschluB an Bern- 
steins Membrantheorie des Ruhestroms auf Anderungen der 
Ionenpermeabilitét der Plasmahaut durch die Kolloidzustands- 
ainderungen in ihr zurickfiihren“ (S. 494), und kam dann zu 
dem experimentellen Ergebnis, ,daB das Auftreten der Salz- 
ruhestréme, das, wie wir sahen, kaum anders, denn als ein 
Effekt auf die Plasmahautkolloide gedeutet werden kann, durch 
die Narkotika gehemmt wird“ (S. 500). Es kann also wohl nicht 
der geringste Zweifel dariiber bestehen, daB ich nicht erst 
kiirzlich und lange nach Lillies Darlegungen, vielmehr zwei 
Jahre vor Lillie zu der Auffassung der Narkose von Muskeln 
und Nerven als einer Permeabilititsverminderung gekommen 
bin. Ubrigens habe ich meine Theorie in extenso auch schon 
in der 3. Auflage meiner ,,Physikalischen Chemie der Zelle und 
der Gewebe“ auf S. 224 und 488 ff. auseinandergesetzt. 





) Arch. f. d. ges. Physiol. 106, 599, 1905. 























Erwiderung auf die Bemerkungen Hébers zu meiner 
Darstellung der Permeabilititstheorie der Narkose. 


Von 


Hans Winterstein. 
(Eingegangen am 8. Jule 1916.) 


Auf die Bemerkungen zu meiner Darstellung der Permea- 
bilitatstheorie der Narkose, die Herr Kollege Hoéber vor ihrer 
Ver6ffentlichung mir zuzusenden so freundlich war, méchte ich 
folgendes erwidern: 

Wie ich in meinem historischen Uberblick ausgefiihrt habe, 
war Alcock der erste, der die erregungshemmende Wirkung 
der Narkose auf eine Anderung der normalen Zellpermeabilitit 
zuriickzufiihren versuchte. Schon aus diesem Grunde diirfte 
ein Priorititsstreit zwischen Hober und Lillie miiSig sein. 
DaB die Annahme einer permeabilitétsvermindernden Wir- 
kung zuerst von Héber gemacht wurde, geht in meiner Dar- 
stellung daraus hervor, daB die Arbeit von Héber vor jener 
von Lillie besprochen ist. Héber schien mir jedoch in dieser 
Arbeit das Hauptgewicht auf die Zuriickfiihrung der Narkose 
auf Hemmung eines ,,Kolloidvorganges“ zu legen, denn in dem 
,Zur Theorie der Narkose“ betitelten Kapitel seiner Mitteilung 
(p. 511/13) ist von Permeabilitit iiberhaupt nicht die Rede, 
und Héber gelangt zu der meines Erachtens wenig anschau- 
lichen Definition: ,,.Narkose beruht auf der... Aufhebung einer 
sonst bei der Erregung durch die Zellelektrolyte herbeigefiihr- 
ten Zustandsanderung in den kolloidalen Lipoiden.“ Dem- 
gegeniiber hat, wie ich glaube, Lillie zuerst eine klare Dar- 
legung der Permeabilitaétstheorie der Narkose gegeben, wie eine 


solche auch in den spiteren Veréffentlichungen Hobers zu 
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finden ist. — Wenn Héber weiter aus einer Stelle, die ledig- 
lich die Ubereinstimmung der theoretischen Vorstellungen von 
Héber und Lillie zum Ausdruck bringen sollte, den Vorwurf 
einer unberechtigten Aneignung fremder Gedanken erblickt, so 
hat mir ein solcher Vorwurf durchaus fern gelegen, und ich 
wurde es auf das lebhafteste bedauern, wenn dieser ganzlich 
unbeabsichtigte Eindruck noch bei einem anderen Leser erweckt 
worden sein sollte. 

















Die Cinnamate der Weinsiiure. 


Beitrige zur Frage der aktiven Zimtséuren. 
Von 
Emil Erlenmeyer und G. Hilgendorff. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der Kaiser]. Biologischen Anstalt 
: zu Berlin-Dahlem.) 


(Hingegangen am 8. Juli 1916.) 


Bei allen bisher mitgeteilten Gewinnungsmethoden aktiver 
Zimtsdurepriparate entstehen diese neben den Cinnamaten der 
Weinsiure, von denen sie durch die Verschiedenheit ihrer 
Léslichkeit in Ligroin getrennt werden miissen. Da, wie ge- 
zeigt, auBer den Cinnamaten bei der Entstehung aktiver Zimt- 
siuren andere Nebenprodukte nicht in Frage kommen, so er- 
schien es fiir die Beurteilung der aktiven Zimtsiurepriparate 
wiinschenswert, die neben diesen sich bildenden Cinnamate einer 
eingehenderen Untersuchung zu unterziehen, als dies vor der 
Veroffentlichung der ersten Abhandlung méglich war. 

Da alle neben den aktiven Zimtsiuren sich bildenden 
Cinnamate einen betrichtlich niedrigeren Kohlenstoffgehalt als 
die Zimtsiure besitzen, so miissen die durch Trennung er- 
haltenen Praparate, die genau auf Zimtsiure stimmende Kohlen- 
stoffwerte liefern, auch wirklich aus Zimtsiure bestehen. 

Nur in bezug auf den sehr geringen Anteil der verbrannten 
Substanz, der der Differenz von berechnetem und gefundenem 
Kohlenstoffwert der Zimtsiure entspricht und nach den mit- 


geteilten Analysen nur 0,08 bis 0,36 °/, ausmacht, kénnte man 
noch im Zweifel sein, ob dieser durch die Verbrennung nicht 
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mehr zum Ausdruck kommende Anteil gleichfalls allein aus 
Zimtsiure bestanden hat. 
In meiner kritischen Besprechung’) der bisher untersuchten 





Zimtsiurepriiparate konnte ich zeigen, daf wenn man bei den ver- 
schiedenen untersuchten Praparaten diesen geringen Anteil der 
verbrannten Substanz nicht mehr aus Zimts&ure, sondern aus 
Cinnamaten bestehend denkt, er nicht hinreicht, um die in 
Wirklichkeit beobachteten starken Aktivitaten der untersuchten 
aktiven Zimtsiurepriparate zu erkliren. 

Der gréBte Teil der beobachteten Drehungswinkel muf viel- 
mehr auf das Vorhandensein optisch aktiver, molekular asym- 
metrischer Zimtsiuremolekiile zuriickgefiihrt werden, was auch 
durch die Gewinnung typisch hemiedrischer Krystalle be- 
wiesen werden konnte. 

Aus der Tabeille II?) der genannten Abhandlung ist er- 





sichtlich, daB, wollte man die bei den aktiven Zimtsaéuren 

beobachteten Drehwerte allein auf die Beimengung von Cinna- 

maten zuriickfiihren, man diesen ein zwischen etwa 600° bis 

2000 ° liegendes Drehungsvermégen zuschreiben miiBte, waihrend 
in Wirklichkeit die durch Trennung von den aktiven Zimt- 
siiuren erhaltenen Cinnamate meist unter 100° und im Héchst- 
| falle noch nicht 200° drehen. 

Das im folgenden beschriebene, auf andere Weise erhaitene 
krystallinische Dicinnamat zeigt zum Unterschied von allen sonst 
beobachteten Cinnamaten den Drehwert [a], —— 275°. Die 
nebenher durch Trennung abgeschiedene Zimtsiure besitzt im 


ke Vergleich zu den friiher auf anderem Wege erhaltenen, stark 
+ aktiven Zimtsiurepraparaten eine auffallend geringe Aktivitat. 
f Zudem lassen die von diesen Praparaten ausgefiihrten Ver- 
i brennungen die Modglichkeit zu, daf von der Drehung dieser 


an und fiir sich schon so schwach aktiven Zimtséuren ein 
beachtenswerter Anteil der Drehung durch die Anwesenheit 
geringer Mengen des hoch drehenden Dicinnamats bedingt sein 
kénnte, wohingegen eine solche Moglichkeit bei den friiher le- 
HH schriebenen hoch drehenden Zimtsiuren weder nach der Ver- 
| brennung der Zimtsiure noch nach dem unter 200° liegenden 


anes 


Lore ae nema pane mae 





1) Diese Zeitschr. 74, 137, 1916. 
2) Joe. cit. 8. 152. 
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Drehungsvermégen der von ihr getrennten Cinnamate in Frage 


kommen kann. 


Verschiedenheit des Drehungsvermégens der bei den ver- 
schiedenen Darstellungsmethoden erhiltlichen Cinnamate’). 


Bei der zuerst angewandten Methode des Verschmelzens 
gleicher Gewichtsteile Weinsiiure und Zimtsiure waihrend zweier 
Stunden bei ca. 170° wurde nachgewiesen, daB neben schwach 
aktiver Zimtsiure ein Gemisch von Mono- und Dicinnamat der 
Weinsaure gebildet wird. 

Dieses Cinnamatgemisch bleibt beim Auskochen des Ather- 
verdunstungsriickstands, wie er nach dem Schiitteln der Schmelze 
mit Ather und Wasser zur Scheidung von itherléslichem und 
aitherunléslichem Teil und darauffolgender Trennung und Ver- 
dunstenlassen der Atherschicht gewonnen wird, mit Ligroin 
zuriick, 

Die Untersuchung hat weiter gelehrt, daB man durch 
Lésen des Gemisches in verdiinnter Sodalésung und darauf- 
folgendes Ansiuern eine Trennung von Mono- und Dicinnamat 
bewirken kann; das Dicinnamat scheidet sich hierbei aus und 
laBt sich zusammen mit Zimtsaéure durch Filtration gewinnen., 
wihrend das auch in kaltem Wasser reichlich lésliche Mono- 
cinnamat aus dem Filtrat durch Ausiithern in krystallinischer 
Form erhalten wird. 

Direkt nach der Krystallisation aus Ather zeigt das Mono- 
cinnamat den Zersetzungspunkt 188°. Bei einem Praparat wurde 
[«], = — 18,2°, bei zwei anderen, von denen eins mit gutem 
Resultat verbrannt worden war, lieB sich iibereinstimmend das 
Drehungsvermégen [a], = — 16,6° bzw. —16,5° feststellen ”). 

Nach den neuéren Untersuchungen mu8 angenommen 
werden, da8 die nur einmal aus Ather krystallisierten Mono- 
cinnamate nicht ganz frei von Dicinnamat bzw. Zimtsiure sind, 
denn bei wiederholter Krystallisation aus Ather oder aus Essig- 
ester und Chloroform erhaltene Praparate zeigten den Zer- 
setzungspunkt 203 bis 205°. Der héchste bei 6fter krystalli- 
sierten Priparaten erhaltene Drehwert lag nicht iiber 18 °. 


1) Diese Zeitschr. 64, 296, 1914. 
*) Diese Zeitschr. 64, 308, 1914. 
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Der sofort nach der Lésung in Soda gefillte Niederschlag 
bestand der Hauptsache nach aus Dicinnamat neben geringen 
Mengen von Zimtsaiure, deren Anwesenheit sich bei der Extrak- 
tion des trockenen Niederschlags mit Ligroin zu erkennen gab, 
und einem kleinen Anteil mitausgefallenen Monocinnamats. 
das sich durch einen Fehlbetrag im Kohlenstoff bei der Ver- 
brennung bemerkbar machte. 

Das so gewonnene Dicinnamat besitzt einen amorphen 
glasigen Charakter und ist durch einen ungenauen unter 100° 
liegenden Schmelzpunkt ausgezeichnet. 

Das Drehungsvermégen des auf diesem Wege aus der Zimt- 
siure-Weinsiureschmelze gewonnenen Dicinnamats wurde bei 
einem Priiparat zu [c],,—=— 57° ermittelt, wihrend der héchste, 
bei einem anderen Priparat gefundene Drehwert «,, = — 69,6 ° 


betrug. 

Da die Ausbeute an den Cinnamaten bei der Zimtsiure- 
Weinsiureschmelze infolge der groBen Mengen nicht in Reaktion 
tretender Weinséure und Zimtsiure zu wiinschen tbrig lieB 
so wurde versucht, das zur Darstellung aktiver Zimtsaure- 
praparate so wichtige Dicinnamat in besserer Ausbeute durch 


Umsetzung von Weinsaure in einer Schmelze mit Zimtsiure- 
anhydrid bzw. Zimtsiurechlorid zu erhalten. 

Bei Abfassung der friiheren Abhandlung war ein einziger 
Versuch mit Zimtsaurechlorid und nur wenige Versuche mit 
Zimtsiureanhydrid ausgefiihrt worden. 

Die nach 1'/,stiindigem Erhitzen von 2 Mol Zimtsiure- 
chlorid und 1 Mol Weinsiure auf 168 ° unter Salzsiureabspaltung 
sich bildende dunkelgelb gefirbte Schmelze wurde nach dem 
Erkalten hart und spréde und bildete zerkleinert dem Kolo- 
phonium tiuschend ahnliche Stiicke, deren Schmelzpunkt zwischen 
71 und 75° gefunden wurde. 

Das Drehungsvermégen dieses einzigen, damals durch die 
Chloridschmelze gewonnenen Praparates betrug [«],, —=— 102° 
(S. 329). 

Es war angenommen worden, da sich zum Unterschied 
von der Zimtsiurechlorid-Weinsiureschmelze bei der Zimtsaure- 
anhydrid-Weinséureschmelze statt der 2 Mol Salzsiure 2 Mol 
Zimtsaure bildeten. 

Die wenigen friiher ausgefiihrten Versuche, die bei ca, 170° 
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wihrend 2 Stunden durchgefiihrt wurden, ergaben fast farb- 
lose Schmelzen, aus denen sich der Gleichung entsprechende 
C,H,0, + 2 C,,H,,0; = C..H,,9,5 + 2 C,H,O, 

Mengen von Zimtsiure durch wiederholte Extraktion mit Ligroin 
in aktiver Form gewinnen lieBen, neben einer der Gleichung 
entsprechenden Menge eines glasigen, amorphen, nur schwach 
gelb gefarbten Kérpers von den Eigenschaften der als Dicinnamat 
angesprochenen Substanz. 

Bei 3 nach dieser Methode gewonnenen Praparaten wurde 
das Drehungsvermégen 102°, 100° und 93,3° festgestellt. 

Da diese teilweise auch mit den auf C,,H,,O,, stimmenden 
Kohlenstoffwerten verbrannten Priparate bei ihrer iiberein- 
stimmend amorphen, glasigen Beschaffenheit sich auBerlich 
nicht von der bei der Chloridschmelze erhaltenen etwas dunkler 
gefarbten Substanz unterscheiden lieBen, so wurde nach Fest- 
stellung des gleichen Drehungsvermégens von ca. 102° bei den 
auf verschiedenem Weg gewonnenen amorphen Substanzen an- 
genommen, sie seien identisch und stellten das Dicinnamat von 
héchstem Drehungsvermégen vor. 

Die seither sehr oft wiederholten Chlorid- und Anhydrid- 
schmelzen haben jedoch ergeben, daf diese SchluBfolgerung 
nicht zutreffend war, daf vielmehr zufallig bei der einen 
Chloridschmelze die Bedingungen so gewahlt waren, dai die 
Schmelze den gleichen Drehwert, 102°, ergab, als das Dicinna- 
mat der Anhydridschmelze. 

Die Aufklarung der bei den verschiedenen Schmelzen ge- 
bildeten amorphen Cinnamate stellt infolge des Mangels jeg- 
licher charakteristischer auBerer Unterscheidungsmerkmale eine 
der schwierigsten experimentellen Aufgaben vor. 

Die weitere Erfahrung hat gelehrt, daB die in Ligroin 
unléslichen, amorphen Produkte, trotz ihrer auBeren Ahnlich- 
keit voneinander verschieden sind, je nachdem sie bei der 
Zimtsdure-Weinsaureschmelze, der Zimtsiureanhydrid-Weinsaure- 
schmelze oder endlich der Zimtsiurechlorid-Weinsaureschmelze 
erhalten worden sind. 

Im folgenden sollen die bei der Aufarbeitung der bei den 
genannten drei Schmelzen erhaltenen Produkte gesammelten 
Erfahrungen mitgeteilt werden. 
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Ganz besonderes Interesse beanspruchen die Resultate bei 
der Chloridschmelze, und sie sollen deshalb auch in erster Linie 


beschrieben werden. 


Einwirkung von Zimtsaurechlorid auf Weinsaiure 
bei 168 bis 170°. 

Der einzige vor Verdffentlichung der ersten Abhandlung 
ausgefiihrte Schmelzversuch von 2 Mol Zimtsiurechlorid und 
1 Mol Weinsiure schien die Erwartung vollauf zu _ bestatigen, 
daB die Reaktion entsprechend der Gleichung: 

C,H,0, + 2 C,H,OC] = C,,H,,O, + 2 HCl 


verlauft. 
Nicht nur der dieser Gleichung entsprechende Verlust an 
Salzsiure wurde gefunden, sondern auch die Schmelze entsprach 


genau dem aus der Gleichung fiir das Dicinnamat berechneten 


Gewicht. 

Da letztere eine kolophoniumartige, durchsichtige, homo- 
gene Masse darstellte, die bei dem einzigen friiheren Versuche 
auch das Drehungsvermégen «,, = — 102° besaB, wie das auBerlich 


gleiche Produkt aus der Zimtsiureanhydrid-Weinsiureschmelze, 
so wurden beide Produkte fiir identisch gehalten und als das 
einheitliche Dicinnamat der Weinsaiure angesprochen, wenngleich 
die Analysen noch nicht ganz genau fiir Dicinnamat stimmten. 

Als nun spiter eine zweite Chloridschmelze statt wie beim 
ersten Versuch, 1*/, Stunden, nur 1 Stunde bei 155 bis 160° 
gehalten wurde, entstand unter Abspaltung der Gesamtmenge 
Salzsiure, ein Produkt, das sich auBerlich nicht von dem 
der ersten Schmelze unterscheiden lieB. In beiden Fallen wurde 
eine braune, kolophoniumartige, spréde Masse, die unter 100° 
erweicht, erhalten. 

Die Polarisation des Produkts der zweiten Schmelze in 
Sodalésung ergab jedoch: 0,3g in 20ccm Sodalésung c= 1,5 
2-dm-Rohr « = — 4,05, d. i. [a], = — 135°. 

Das um 33° héhere Drehungsvermégen des Produktes der 
zweiten Schmelze konnte nur durch die um */, Stunde kiirzere 
Schmelzdauer veranlaBt sein. 

Um festzustellen, ob das Drehungsvermogen bei langerer 
Schmelzdauer abnimmt, wurde 1 g des Schmelzproduktes eine 
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weitere Stunde bei 164 bis 170° gehalten und sodann wie vor- 
her polarisiert. 

0,3 g in 20 cem Soda c 1,5 2dm-Rohr ergaben « 1,80°, d. i. 
[2]p =— 60°. 

BeizweianderenVersuchen wurde durch erneutes Erhitzen der urspriing- 
lichen Schmelze bis gegen 170° das Drehungsvermégen in einem Falle von 
X)5 = — 168,5° auf [x = — 117°, in einem anderen Fall von [<',, 
= — 136° auf [x], ——67,3 herabgedriickt. 

Daraus ergibt sich, dafS das Drehungsvermégen des Pro- 
duktes der Chloridschmelze nach kurzer Schmelzdauer betricht- 
lich héher als nach langerem Schmelzen ist. 

Worauf der Verlust an Aktivitat bei diesem Versuche sehr 
wahrscheinlich zuriickzufiihren ist, soll in der niachsten Ab- 
handlung besprochen werden. 


Die Zusammenstellung der Drehwerte der bei der Zimt- 
siureanhydrid-Weinsaureschmelze erhaltenen amorphen Cinna- 
mate laBt erkennen, daB diese fast durchweg unter 100° drehen, 
wohingegen die Cinnamate der Chloridschmelze fast durchweg 
150° und mehr drehen. 

Die niedrigst drehenden Cinnamate werden bei der Zimt- 
siure-Weinsaureschmelze erhalten, wie aus einem Vergleich der 
folgenden Tabellen zu ersehen ist, die auBer dem beobachteten 
Drehungsvermégen der Cinnamate aus den Chlorid-, den An- 
hydrid- und den Zimtsiureschmelzen noch die Schmelztemperatur 
und die Schmelzdauer verzeichnet enthalten. 


Tabelle I. 


Cinnamate aus der Chloridschmelze. 





Schmelz- Schmelzdauer [*]p 
temperatur Minuten in Sodalésung. 
0 0 

1 168—170 30 — 150 

2 168—170 30 — 150 

3 168—170 30 — 161 

4 168—170 30 — 163,5 

5 168—170 | 45 - 153 

6 168—170 | 60 — 136 

7 168—170 90 — 103,6 
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Tabelle II. 


Cinnamate aus der Anhydridschmelze. 





Schmelz- 
temperatur 


0 


Minuten 


Schmelzdauer 
in Sodalésung 


[|p 


€ 








60 
60 
60 
60 
60 
60 
60 
60 
60 
60 
15 
180 
60 


168—170 
168—170 
168—170 
168—170 
168—170 
168—170 
168—170 
168—170 
168—170 
168—170 
145 
140 
160 


© 00 IM or ODO || 








Tabelle III. 


51,8 
54,3 
57,0 
66,0 
67,0 
72,2 
78,0 
92,0 
93,3 
100,0 
59,5 
74,4 
80,0 


Cinnamate aus der Zimtsiure-Weinsaureschmelze. 





Schmelzdauer 


Minuten 


Schmelz- 
temperatur 
0 


[%]p 


0 








60 


168—170 


— 27,7 
in Aceton 


— 41,5 
| in Sodalésung 
— 35,1 


| in Sodalésung 


168—170 
168—170 





Bei der Chloridschmelze wurde die Schmelze als solche, bei 
den anderen Schmelzen der nach Extraktion mit Ligroin ver- 
bleibende Riickstand gedreht. 

Nach der Zusammenstellung dieser bei den Chlorid-Anhydrid- 
und Zimtsaure-Weinsaiureschmelzen gewonnenen Resultate in den 
Tabellen sind die bei den drei Schmelzen erhaltenen Cinnamate, 
trotz ihrer auBeren Ahnlichkeit oder auBeren Nichtunterscheid- 
barkeit nicht miteinander identisch. 
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Linksdicinnamatanhydrid und krystallisiertes Linksdicinnamat. 


Einwirkung von Zimtsaurechlorid auf Weinsaure bei 
105°. 

Bei den bisher erwahnten Zimtsaurechlorid-Weinsaure- 
schmelzen wurde das fein gepulverte innige Gemenge beider 
Substanzen in einem Reagensrohr direkt auf 168 bis 170° 
erhitzt und bei dieser Temperatur eine Stunde oder linger 
gehalten. 

Da bei diesen Schmelzen beobachtet wurde, da die Salz- 
siureabspaltung bereits wenige Grade iiber 100° einsetzt, so 
wurde nunmehr untersucht, welches Resultat erhalten wird, 
wenn man das Gemisch von 2 Mol Zimtsaéurechlorid und 1 Mol 
Weinsaure nicht hdher als auf 105° erhitzt. 


Es zeigte sich, daB die Reaktion unter diesen veranderten 


Versuchsbedingungen vollig anders verlauft, als bei 168 bis 170°. 


Beim Erhitzen eines innigen Gemisches von 4,16 g Zimt- 
saurechlorid und 1,87 g d-Weinsaiure im Paraffinbade schmolz 
zuerst das Chlorid. Infolge des fortgesetzten Riibrens wurde 
die Weinsaure bis auf geringe Mengen allmahlich unter Salz- 
siureentbindung aufgenommen unter Bildung eines homogenen 
Schmelzflusses. Bei weiterem Erhitzen auf die gleiche Tem- 
peratur von 100 bis 105° wurde die Schmelze dickfliissiger und 
farbte sich schwachgelb. 

Nach anderthalbstiindigem Erhitzen bei der genannten 
Temperatur erstarrte die Schmelze plotzlich zu einem harten 
krystallinischen Kuchen. Die durch die Salzséureabspaltung 
bewirkte Gewichtsabnahme betrug 1,0 g, wahrend sich theoretisch 
0,9 g berechnet. 

Zum Unterschied von dem Schmelzprodukte der namlichen 
Substanzen bei 168 bis 170°, das sich glatt und ohne Riick- 
stand in kalter Soda lést, ist die bei 100 bis 105° gewonnene 
krystallinische Schmelze in Sodalésung grédBtenteils unléslich. 

Da die bei niedriger Temperatur hergestellte Schmelze in 
kaltem Ather sehr schwer léslich ist, wurde sie zur weiteren 
Reinigung und Abtrennung nicht krystallinischer Nebenprodukte 
mit Ather in der Kalte verrieben, abgesaugt, mit Ather ge- 
waschen und sodann getrocknet. 














64 E. Erlenmeyer u. G. Hilgendorff: 


Kine Probe dieser Substanz aus Ligroin krystallisiert, schmolz bei 
151° und drehte in Acetonlésung c 1ll=1la=+ 2,639, d. i. 
[<]p =+ 263°, 

Der Umstand, daB der bei 100 bis 105° entstehende 
krystallinische Korper in Soda unloslich ist und statt nach 
links nach rechts dreht, beweist, daB die Einwirkung von Zimt- 
siurechloria- und Weinséure bei 100 bis 105° véllig anders ver- 
lauft, als bei 168 bis 170°. 

Die Unloéslichkeit in Soda und die starke Rechtsdrehung 
lieBen vermuten, daB der bei 100 bis 105° entstehende Kérper 
ein Anhydrid vorstellt. Die Analyse eines aus viel Ligroin krystal- 
lisierten Praparates vom Schmelzpunkt 158 bis 159° ergab: 

1. 0,1007 g gaben 0,2490 CO, und 0,0391 H,0. 
2.0,1679g ,, 04158 ,, ,, 0,0630 


Ber. f. Dicinnamatanhydrid Gef. 
CH, 0, I II 
C 67,35 67,44 67,54 
H 4,08 4,31 4,20 


und bestatigt die gemachte Annahme. 
Das héchste bei einem aus Ligroin krystallisierten Pra- 


parat von Dicinnamatanhydrid in Acetonlésung beobachtete 


Drehungsvermoégen betrug: 
0,05 g in Aceton — Vol. 5 cem — drehte im 
2-dm-Rohr « = + 5,65°, d.i. 


' 


(at] pp = + 282,5°. 


Nach Feststellung des Unterschieds der Reaktionsprodukte, 
je nachdem, ob die Zimtsaurechlorid-Weinsiureschmelze bei 
168 bis 170° oder bei 105° ausgefiihrt wird, war es von Inter- 
esse, dem Wesen der Verschiedenheit des Reaktionsvermégens 
der gleichen Substanzen bei 168 bis 170° bzw. 105° auf den 
Grund zu gehen. 

Es liegt auf der Hand, daB die beiden Reaktionen bei 
105° bzw. 168 bis 170° nicht voneinander unabhingig sein 
kénnen, vielmehr war anzunehmen, daB der bei 105° sich ab- 
spielenden Reaktion bei Steigerung der Temperatur eine zweite 
Reaktion folgen mu8te, durch die das zuerst der Hauptmenge 
nach entstandene rechts drehende, neutral reagierende Dicin- 
namatanhydrid in das saure, amorphe Dicinnamat oder Cinnamat- 
gemisch umgewandelt wird. 
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Erhaltung der Rechtsdrehung des Dicinnamatanhy- 
drids nach dem Schmelzen. 


Um festzustellen, ob das Dicinnamatanhydrid als solches 
durch erneutes Schmelzen bei héherer Temperatur eine Um- 
wandlung in links drehende, sodaldsliche Cinnamate erleidet, 
wurden die folgenden Versuche angestellt. 

Ein aus Ather krystallisiertes Dicinnamatanhydrid vom 


Schmelzpunkt 158°, das direkt nach der Herstellung das [f« 
I g D 


==-+- 255° gezeigt hatte, war, wie aus dem weiter unten mit- 
geteilten Versuche verstaindlich wird, bei langerem Aufbewahren 
auf das Drehungsvermégen 

&}p = + 198° a==-+1,98°]1—1, e=—1 in Chloroformlésung 
heruntergegangen. 

Von diesem Priparat wurden mehrere Proben von je 0,1 g 
in Roéhrchen im Paraffinbad auf 157 bis 158° erhitzt. Dabei 
schmolz die Substanz und farbte sich allmahlich unter Zersetzung 
braun. 

Eine nur 15 Minuten erhitzte Probe wurde rasch abgekiihlt 
und in Chloroform gelést. Die Lésung — Vol. 10 ccm — drehte 
im 1-dm-Rohr, e=1 «= -+-1,88° [a], = + 188°. 

Eine 30 Minuten erhitzte Probe zeigte unter den naimlichen 
Bedingungen den gleichen Drehungswinkel « = -+- 1,88°. 

Eine dritte 60 Minuten erhitzte Probe ergab, genau wie 
vorher untersucht, den Drehungswinkel @ == -+- 1,95°. 

Langer erhitzte Proben lieBen sich ihrer starken Farbung 
wegen nicht mehr polarisieren. 

Der Versuch lehrt, da8 durch Erhitzen des Anhy- 
drids fiir sich allein ein Ubergang der Rechts- in die 
Linksdrehung nicht erzielt wird. 

Danach ist zu schlieBen, daB, wie auch zu beobachten ist, 


bei der Schmelze bei 105° neben dem Dicinnamatanhydrid noch 
etwas anderes entsteht, was diesem Gemisch erst die Eigen- 


schaft verleiht, beim Erhitzen auf 168 bis 170° in das links 
drehende, saure Cinnamatgemisch iiberzugehen. 

Dafiir spricht auch, daB die bei 105° erhaltene und 
pulverisierte Schmelze eine sehr viel geringere Rechtsdrehung 
besitzt. Statt [a],,—-+ 282°, dem héchsten Drehwert reinen 
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Anhydrids, wurde bei der Untersuchung einer solchen Schmelze nur 
a)» =+ 62,5° 

festgestellt. Die neben dem Anhydrid in der urspriinglichen 

Schmelze enthaltene Substanz mu8 danach links drehend sein. 


Verhalten einer bei 105° ausgefiihrten Zimtsaure- 
chlorid-Weinsaureschmelze bei weiterem Erhitzen auf 
168 bis 170% 

Um die Verainderungen wahrend der Schmelze kennen zu 
lernen, wurden zwei Mischungen von 2 Mol Zimtsaurechlorid 
auf 1 Mol Weinséiure nebeneinander in Reagensrodhren im 
gleichen Paraffinbad auf 105° erhitzt. Das Zimtsaurechlorid 
schmilzt zuerst und nimmt dann beim Riihren unter lebhafter 
Salzsiureentbindung die Weinsaéure zum groBten Teile auf. Dabei 
wird die Schmelze dickfliissiger, farbt sich gelb und erstarrt, 
wie bei dem ersten Versuch, nach etwa_ halbstiindiger Er- 
hitzungsdauer zu einer harten krystallinischen Masse. 

Als bei beiden Schmelzen dieser Punkt erreicht war, wurde 
die eine herausgenommen und abgekiihlt, die andere dagegen 
héher erhitzt und schlieBlich 1'/, Stunden bei 168 bis 170° 
gehalten. Die urspriingliche, krystallinische Masse schmolz erst 
wieder beim Ansteigen der Temperatur bei 115 bis 125°. 

Beim Erkalten zeigte die nachtriglich auf 168 bis 170° 
erhitzte Schmelze genau die Eigenschaften, wie sie bei den 
direkt auf 168 bis 170° erhitzten Schmelzen beobachtet wurden. 
Sie stellte eine durchsichtige braungefirbte, dem Colophonium 
aihnliche, harte, spréde Masse vor, die sich unter Kohlensaure- 
entbindung ohne Riickstand in Soda léste und, was am wich- 
tigsten ist, die starke Rechtsdrehung des Anhydrids 
hatte einer starken Linksdrehung Platz gemacht. 

0,5 g der Schmelze in Soda gelést — Vol. 20 cem — drehte im 
1-dm-Rohr, ¢ = 2,5 

a = — 3,75°, d. h. «= — 150°. 

Da sich aus der nach halbstiindigem Erhitzen auf 105° 
herausgenommenen krystallinischen Schmelze ohne Schwierigkeit 
von dem [@], = + 282,5° drehenden Dicinnamatanhydrid heraus- 


arbeiten lieB, so ist unter Beriicksichtigung des vorherbeschrie- 
benen Versuchs allein der Schlu8 méglich, daB das bei 105° 
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gebildete Dicinnamatanhydrid durch weiteres Erhitzen mit den 
nebenher anwesenden Produkten auf 168 bis 170° in das 
amorphe, kolophoniumahnliche Produkt saurer Reaktion iiber- 
geht. 


Aufspaltungsmethoden des Dicinnamatanhydrids zu 
dem ihm zugrunde liegenden Dicinnamat. 


Der eben beschriebene Versuch mu8 in seinem Ergebnis 
deshalb als auBergewohnlich betrachtet werden, da er zeigt, 
wie aus einem bei niedriger Temperatur entstandenen Anhydrid 
bei Steigerung der Temperatur eine Saure entsteht, wihrend 
sonst gerade die Steigerung der Temperatur als eine die An- 
hydridbildung begiinstigende Bedingung betrachtet werden muB. 

Allerdings hat ein vorhergehender Versuch bewiesen, daf 
beim Erhitzen des reinen Anhydrids fiir sich allein eine Saure- 
bildung nicht stattfindet. 

Es war deshalb anzunehmen, da bei der allmahlich héher 
erhitzten Schmelze von 2 Mol Zimtsaurechlorid auf 1 Mol Wein- 
siure das zuerst gebildete Anhydrid bei zunehmender Tempe- 
ratur durch Aufnahme von Wasser oder nebenher vorhandenen 
Hydroxylverbindungen aufgespalten wurde zu seinem Hydrat, 
dem Dicinnamat oder zu einem Derivat der Diweinsaure. 

Zur Aufklirung der Umstinde, unter denen der Ubergang 
des stark rechts drehenden Anhydrids in die stark links 
drehende Saure sich vollzieht, war es notig, Erfahrungen zu 
sammeln iiber die Bedingungen, unter denen das Anhydrid 
unter Wasseraufnahme in sein Hydrat iibergeht. 

Schon bei den ersten Krystallisationsversuchen des An- 
hydrids aus indifferenten Losungsmitteln, wie Chloroform und 
Aceton, wurden Beobachtungen gemacht, die erkennen lassen, 
daB8 das Anhydrid geradezu mit Begierde aus diesen Lésungs- 
mitteln das vorhandene Wasser an sich zieht und dabei in das 
Hydrat iibergeht, wie sich aus den folgenden Versuchen ergibt, 
bei denen ‘die urspriinglich hohe Rechtsdrehung in dem in- 
differenten Lésungsmittel innerhalb weniger Stunden abnimmt 
und schlieBlich in eine hohe Linksdrehung iibergeht. 
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Abnahme des Drehungsvermégens von Dicinnamat- 
anhydrid in Chloroformlésung. 

Eine Lésung von 0,1000 g Dicinnamatanhydrid in kaltem Chloro- 

form — Vol. 10 com — gelést und im 1-dm-Rohr direkt nach der Her- 


stellung gedreht ergab: 
a == -+ 1,98° 


nach 35 Minuten « = -+ 1,10° 
» 1Stunde a—-+ 0,65° 
“= — 0,30° 

a = — 1,85° 

” a= — 2,15° 

2Tagen a~%==—2,18°. 


Abnahme des Drehungsvermoégens von Dicinnamat- 
anhydrid in Acetonlésung. 
Ein anderes Praiparat ergab in kalter Acetonlésung direkt 
nach der Herstellung: 
[a] = + 204° 
nach 5 Stunden {«},, =-- 102° 
n 20 » [@}p == — 75° 
n 50 ” [a] = — 174°. 
Der Versuch wurde sodann abgebrochen. 


Krystallinisches Dicinnamat der d-Weinsaure. 


Das bei der Zimtsaiurechlorid-Weinsiureschmelze bei 105° 
erhaltliche Dicinnamatanhydrid nimmt, wie die vorhergehenden 
Versuche erkennen lassen, aus nicht besonders getrocknetem 
Chloroform bzw. Aceton das zu seiner Aufspaltung ndtige 
Wasser heraus unter Bildung des zugrunde liegenden Hydrats, 
des krystallinischen Dicinnamats der Weinsiure, das fast eben- 
soviel nach links dreht, als das Anhydrid nach rechts., 

Zur Abscheidung des in der wasserhaltigen Chloroform- 
lésung gebildeten Dicinnamats versetzt man diese bis zur 
Triibung mit Ligroin. Setzt man auf einmal zuviel Ligroin 
zu, 80 scheidet sich ein 0] ab, wahrend sich nach vorsichtigem 
Zusatz des Ligroins feine Nadeln ausscheiden, die nach dem 
Umkrystallisieren aus Benzol bei 166 bis 167° schmelzen. Die 
Substanz ist in Benzol schwer léslich und kommt einmal gelést 
nur schwer wieder heraus. Sie krystallisiert in zentrisch grup- 
pierten Nadeln, die unter besonderen Bedingungen halbkugel- 
formige Warzen bilden. Die Krystalle sind saurer Natur und 
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daher léslich in Soda, auch in Wasser sind sie leichter léslich, 
als alle sonst auftretenden amorphen Cinnamate. 

Beim Verdunsten einer atherischen Lésung der Krystalle 
bleibt zunachst ein glasiger Riickstand, der manchmal erst nach 
laingerer Zeit krystallinisch wird. 

Von zwei hintereinander aus der Chloroform-Ligroinlésung 
ausgeschiedenen Krystallisationen, die jede fiir sich nochmals 
aus Benzol krystallisiert worden waren, wurde in Sodalésung 
das Drehungsvermégen festgestellt. 

1. 0,2 g in Soda — Vol. 10 com — drehte im 1-dm-Rohr 

a = — 2,75, d. i. [a] = — 275°. 

2. 0,0400 g in Soda — Vol. 10 com — drehte im 1-dm-Rohr 

a= —1,10, d.i. bei c—0,4, («],) = — 275°. 

Bei der Analyse wurde gefunden: 

0,1292 gaben 0,3055 CO, und 0,0502 H,O. 
Ber. fiir C..H,,0,: Gef.: 
C 64,39 64,49 

H 4,39 4,32. 

Ein niedrigerer Drehwert wird in Acetonlésung gefunden: 0,05 g 
in Aceton — Vol. 10 com — c=0,5 drehte im 1-dm-Rohr 

a= — 1,04°, d. i. [a] = — 208°. 

Aus Analyse und Sodaléslichkeit ergibt sich also, daB tat- 
sichlich die geringen in dem gewohnlichen Chloroform enthaltenen 
Wassermengen hinreichen, um das geléste Dicinnamatanhydrid 
in sein entgegengesetzt drehendes Hydrat iiberzufiihren. 

Bei dieser groBen Aufnahmebegierde des Anhydrids fiir 
Wasser ist es als wahrscheinlich anzunehmen, da das Ver- 
schwinden des Anhydrids beim erneuten Erhitzen der Schmelze 
von Zimtsaurechlorid und Weinsaure bei 105° auf 168 bis 170° 
zum Teil auf die Wasseraufnahme aus der Luft, die durch die 
Entwickelung der Salzsiuredimpfe unterstiitzt wird, zuriick- 
zufiihren ist. 

Andererseits kann dabei aber auch ein bei der Schmelze 
bei 105° neben dem Anhydrid entstehendes amorphes und 
links drehendes Cinnamat von saurem Charakter mit im Spiele 
sein, das nach Abscheidung der Fraktionen des krystallinischen 
Dicinnamats auf Zusatz von viel Ligroin in Form einer zahen, 
klebrigen Substanz sich abscheidet. Beim Trocknen wird diese 
Substanz hart und durchsichtig. 
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Eine atherische Lésung von der Konzentration c= 5,75 drehte im 
1-dm-Rohr « = —9,20°, 

d. i. [a] = — 160°. 

Endlich lat sich in den bei 105° ausgefiihrten Schmelzen 
von 2 Mol Zimtsiurechlorid auf 1 Mol Weinsiure bis zu 30°, 
der angewandten Weinsdure unverindert wiedergewinnen, die 
bei dem erneuten Erhitzen der Schmelze auf 168 bis 170° 
natiirlich gleichfalls in Reaktion treten wird. 


Aufspaltung des Dicinnamatanhydrids durch wasser- 
haltiges Aceton. 


1g schon krystallisierten Dicinnamatanhydrids wurde in 
Aceton, dem 20°), Wasser zugesetzt worden waren, gelést. 
Die Lésung von c= 2, drehte im 1-dm-Rohr sofort nach der 
Herstellung bereits stark nach links, nimlich « = — 4,73°, ein 
Zeichen dafiir, daB das Anhydrid sofort begierig das dargebotene 
Wasser aufnimmt unter Bildung des Dicinnamats. 

Da nach 24 stiindigem Stehen eine nennenswerte Zunahme 
der Drehung nicht zu beobachten war, « = — 4,77°, wurde die 
Acetonlésung durch Eindampfen vom Aceton befreit und so- 
dann der Riickstand durch Aufnehmen mit Ather von noch 
vorhandenem Wasser getrennt. 

Da sich das krystallisierte Dicinnamat nur schwer in 
Benzol und noch schwerer in Ligroin lést, so wurde die athe- 
rische Lésung nach dem Trocknen mit Glaubersalz zuerst mit 
Benzol vermischt und nach dem Verjagen der gréBten Menge 
Ather mit Ligroin bis zur Triibung versetzt. 

Nach 24stiindigem Stehen hatten sich schéne zentrisch 
gruppierte Nadelchen abgeschieden vom Schmelzpunkt 168 bis 
169°. 

0,1000 g in Soda gelést, Vol. 10,0 ccm, ¢c 1, drehten im 2-dm-Rohr: 

a=—540% d.i. [a])—=— 270°. 

0,1314 g gaben 0,3112 CO, und 0,0540 H,0. 

Ber. fiir C,,H,,0,: Gef.: 
C 64,39 64,59 
H 4,39 4,57 

Die Methode der Aufspaltung des Anhydrids durch wasser- 
haltiges Aceton ist, wie die folgenden Versuche zeigen, der Auf- 
spaltung durch verdiinnte Sodalésung vorzuziehen. 
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Abnahme des Drehungsvermégens des krystallinischen 


Dicinnamats durch verdiinnte Sodalésung. 


Wie in der ersten Abhandlung tiber aktive Zimtsiauren 
(S. 305) gezeigt wurde, besitzen die bei der Zimtsiure-Weinsaure- 
schmelze gewonnenen amorphen Cinnamatgemische die bemerkens- 
werte Eigenschaft, daB ihr Drehungsvermégen in verdiinnter 
Sodalésung bei langerem Stehen in der Kalte bis tiber 10° 
zunimmt. 

Es war daher von Interesse, zu priifen, in welcher Weise 
unter den gleichen Reaktionsbedingungen sich das krystalli- 
nische Dicinnamat verhalten wiirde. 

Zu diesem Zweck wurde eine Lésung von 0,1 g _ krystallinisches 
Dicinnamat in verdiinnter Soda hergestellt — Vol. 10 com — direkt nach 
der Herstellung drehte diese Liésung im 1-dm-Robr: 

a == — 2,68°. 
Da c=1, so entspricht dies einem [x], == — 268°. 
Nach 20 Stunden wurde wieder untersucht und gefunden: 
a = — 2,66 °. 
Nach 44 Stunden: 
a == — 2,52 9. 
Nach 5 Tagen: 
a == — 2,35 9, 
Nach ca. 22 Tagen: 
a= —1,08, d. i. [a], = —108°. 


Das macht im ganzen eine Abnahme im Drehungsvermégen um 160°. 


6cem der Lésung wurden angesaduert und der ausfallende 
Niederschlag, der aus abgespaltener Zimtséiure und _nicht- 
gespaltenem Dicinnamat bestehen muBte, wiahrend nebenher 
gebildetes Monocinnamat in der waBrigen Loésung verbleibt, 
abfiltriert und nach dem Trocknen zur Abtrennung der Zimt- 
siure mit Ligroin ausgezogen. 

Der in Ligroin unlésliche Riickstand nahm keine krystal- 
linische Struktur mehr an, sondern stellte nach dem Trocknen 
eine amorph bleibende glasige Substanz vor, deren Schmelz- 
punkt unter Zersetzung bereits bei 128° gefunden wurde. 

0,0174g in Soda gelést — Vol. 10cem — c—0,174, drehten im 
2-dm-Rohr: 

a=—0,75°, di. [a —=— 216°. 

Man sieht daraus, daB durch die Soda nicht nur eine 

partielle Verseifung des krystallinischen Dicinnamats stattfindet, 
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sondern daf auch das nicht verseifte Dicinnamat eine Ande- 
rung seiner Eigenschaften erleidet; es verliert nicht allein seine 
krystallinische Struktur und wird amorph, sondern geht auch 
im Schmelzpunkt und Drehungsvermégen nicht unbetriachtlich 
herab. Diese Verinderung kann natiirlich nicht durch struktu- 
relle, sondern muB durch relativ isomere Lageverschiebungen 
im Molekiil erklart werden. 

Wie der folgende Versuch lehrt, wird bereits bei der Auf- 
spaltung des Anhydrids durch viel kiirzere Einwirkung von 
verdiinnter Sodalésung in der Kialte ein nicht unerheblich 
weniger drehendes Dicinnamat erhalten. 

0,2 g Anhydrid wurde mit Sodalésung unter haufigem 
Schiitteln wahrend zweier Tage in Lésung gebracht. Die 
Lésung —- Vol. 37ccm — drehte im 1-dm-Rohr 


@==—125° di. [a], —— 231° statt — 275° 


Sinken des Schmelzpunktes und der Aktivitaéat des 
krystallinischen Dicinnamats durch Schmelzen. 
Das bei 166 bis 167° schmelzende krystallinische Dicin- 

namat erstarrt beim Abkihlen zu einer amorphen, glasigen 

Masse, die, aufs neue erhitzt, bei 150° schmilzt. 

Eine Lésung von 0,0428 g krystallisiertes Dicinnamat drehte 
in Natriumbicarbonatlésung — Vol. 15 ccm, c=0,285 — im 
2-dm-Rohr: 

a= — 1,50°, d. i. [a], = — 266,7°. 

0,0428 g dieses Praparates wurden bis zum Schmelzen auf 
165° erhitzt. Beim schnellen Abkiihlen erstarrte die Schmelze 
zu einer glasigen, amorphen Masse, die 0,0426 g wog, somit 
beim Schmelzen so gut wie nichts an Gewicht verloren hatte: 

In Bicarbonat gelést — Vol. 15 ccm, c= 0,287 — drehten 
diese 0,0426 g Substanz: 

@=1,43% d. i. [a], = — 251,8° 


Also auch durch Schmelzen des krystallinischen Dicinnamats 
findet eine Anderung in den urspriinglichen Eigenschaften statt, 
indem die krystallinische Substanz amorph wird, nie- 
driger schmilzt und eine Abnahme im Drehungs- 
vermoégen erfahrt. 

Selbst nach 10 stiindigem Erhitzen von 2,5 g krystallisierten 
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Dicinnamats mit Ligroin am RiickfluBkiihler lieB sich ein Riick- 
gang in der Drehung von « == — 2,83° auf «=—-+ 2,75° be- 
obachten, ohne daB bei dem angewandten Verfahren an einen 


Substanzverlust zu denken ware. 

Nach allen Beobachtungen, die wir gemacht haben, scheint 
der Schlu8 wohl gerechtfertigt, daB das Dicinnamat in relativ 
isomeren Modifikationen von verschiedenen Eigenschaften, be- 
sonders verschiedenem Drehungsvermégen bestehen kann. 


Aufklirung der Wechselwirkung von Zimtsiurechlorid und 
Weinsiiure bei 105 bis 110°. 

Aus den bisher mitgeteilten Versuchen ergibt sich, dab 
das durch Erhitzen von 2 Mol Zimtséurechlorid und 1 Mol 
Weinsaure auf 105° gebildete Reaktionsprodukt verschieden 
ist von der bei 168 bis 170° erhaltenen Schmelze. 

Wiahrend die letztere ohne Riickstand in Soda léslich und 
danach sauerer Natur ist, stellt das bei 105° zu erhaltende 
Reaktionsprodukt ein Gemisch vor, dessen Hauptbestandteil ein 
krystallinischer, neutral reagierender Korper ist, der als das 
nach rechts drehende Anhydrid eines krystallinischen, links 
drehenden Dicinnamats erkannt und im vorhergehenden Ab- 
schnitt beschrieben wurde. 

Daneben treten aber auch stets saure Bestandteile auf, 
die, wie aus dem folgenden Versuch ‘hervorgeht, neben links 
drehendem Cinnamat unangegriffene Weinsiure und freie Zimt- 
siure enthalten. 

Versuch. 

Eine in der vorher schon beschriebenen Weise bei 110° ausgefiihrte 
Schmelze von 1 Mol Weinséiure und 2 Mol Zimtsaurechlorid lieferte 
unter Abspaltung der theoretisch méglichen Menge Salzsiure und ohne 
daB alle Weinsiure in die Schmelze einging, zuerst eine zahfliissige Masse, 
die alsbald hart und krystallinisch wurde. 

Das Vorliegen von Dicinnamatanhydrid in der Schmelze ergibt sich 
aus der Rechtsdrehung der Lésung einer Probe in Chloroform, die nach 
Trennung von unléslicher Weinsaure das Drehungsvermégen: (%],,—-+-76,0° 
aufwies. 

Zur quantitativen Bestimmung der nicht in Reaktion getretenen 
Weinsaéure wurden 2 g der Schmelze mit Chloroform geschiittelt. Un- 
gelést blieben 0,2232 g Substanz, die durch den Schmelzpunkt 167° und 
durch Uberfiihrung in Weinstein als Weinsiure charakterisiert wurde. 

Auf die Gesamtmenge der Schmelze von 8,2 g berechnet sich daher 
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ein Gehalt von 0,92 g Weinsdure entsprechend ca. 31°/, der angewandten 
Weinsiure. 

Zum Nachweis der Zimtsiure wurden 4,1 g der fein gepulverten 
Schmelze, entsprechend 50°/, der Gesamtmenge mit wenig trockenem 
Ather, verrieben, die atherische Lésung sodann rasch von ungelést ge- 
bliebenem Anhydrid und Weinsaéure getrennt und verdunsten gelassen. 
Die die Zimtsiure neben urspriinglich gebildetem Dicinnamat enthaltende 
Lésung hinterlieB 1,5 g einer teils krystallinischen, teils glasigen Substanz. 
Bei 6fterem Ausziehen mit hdhersiedendem Ligroin gingen insgesamt 0,38 g 
Zimtséure in Lésung. Zur Trennung von mit in Lésung gegangenem 
Cinnamat wurde die durch Ausscheidung und Eindampfen gewonnene 
Substanz aus Ligroin umkrystallisiert. 

Die sich ausscheidende Zimtsiure besaB8 das nur geringe Drehungs- 
vermogen: [%]p= — 4,0° 

Auf die Gesamtmenge der Schmelze berechnet wiirden danach 0,7 g 
Zimtsdure oder &,5°', entstanden sein. 

Bei einem anderen Versuch hatten sich ca. 10°/, Zimtsaéure aus der 
Schmelze abtrennen lassen. 

Der nach der Extraktion mit Ligroin ungelést gebliebene Riick- 
stand, der aus urspriinglich entstandenem Dicinnamat bestehen muBte, 
wurde aus Benzol krystallisiert. Die beim Verdunsten des Benzols sich 
abscheidenden Krystalle schmolzen bei 158° und besaBen das folgende 
Drehungsvermogen: 0,1170 g in Soda — Vol. 11,7 ccm, d. i. c=1 — 
drehten im 2-dm-Rohr: 

a=—3,75°, d. i. [%)] p= —187,5° 

Die Verbrennung ergab: 

0,1213 g gaben 0,2885 CO, und 0,0521 H,O. 

Ber. fiir C,.H,,0,: Gef.: 
C 64,39 64,87 
H 4,39 4,77 

Der zu hohe Kohlenstoffgehalt und zu niedrige Schmelzpunkt des 
Priparates ist auf die Anwesenheit noch geringer Zimtsiuremengen zuriick- 
zufiihren, die sich durch erneuten Ligroinauszug einwandfrei nachweisen 
lieBen. 

Durch den mitgeteilten Versuch ist bewiesen, daB bei der 
Weinsaure-Zimtsaure-Chloridschmelze im Verhaltnis von 1 Mol 
auf 2 Mol bei 116° auBer dem Dicinnamatanhydrid auch freies 
Dicinnamat und Zimtsiure entstehen, wahrend bis 30°), Wein- 
siure sich der Reaktion entziehen. 


Dieser Umstand, zusammen mit der Tatsache, daB bei allen 
in diesem Verhialtnis ausgefiihrten Schmelzen die der angewand- 
ten Menge Zimtsiurechlorid theoretisch entsprechende Menge 
von Salzsiure gleich 2 Mol entweicht, zwingt zu dem 
SchluB, daB die Entbindung der Salzsaiure aus dem Zimt- 
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siurechlorid nicht allein durch die alkoholischen Hy- 
droxylgruppen der Weinsadure bewirkt wird, sondern 
daB dabei zum Teil auch eine Carboxylgruppe der 
Weinsaure mit in Reaktion tritt. 

Unter dieser Voraussetzung lat sich der Reaktionsver- 
lauf allein in der folgenden Weise verstehen. 

Die Bildung des Dicinnamatanhydrids verlauft in den fol- 
genden vier sehr rasch hintereinander sich abspielenden Phasen: 


1. Phase: 
1 Mol Weinséure -—- 1 Mol Zimtsaurechlorid — 1 Mol HCl 
+- Mol Monocinnamat. 
2. Phase: 
1 Mol Monocinnamat ++ 1 Mol Zimtsaurechlorid —= 1 Mol 
HCl +- 1 Mol Dicinnamat. 
3. Phase: 
1 Mol Dicinnamat -- 1 Mol Zimtsaurechlorid = 1 Mol HCl 
+1 Mol Tricinnamat. 


4. Phase: 
1 Mol Tricinnamat = 1 Mol Dicinnamatanhydrid + 1 Mol 


Zimtsiure *). 

Bei Anwendung von 1 Mol Weinsaure und 2 Mol Zimtsiure- 
chlorid ist es undenkbar, daB die Gesamtmenge der Weinsaure 
in Dicinnamatanhydrid iibergefiihrt wird, wodurch die nach- 
gewiesene groBe Menge unverinderter Weinsiure verstindlich 
wird, dagegen war eine vollstandige Umsetzung der angewandten 
Substanzen zu erwarten, wenn man die Mengenverhiltnisse so 
wahite, daB sie sich den vier Phasen entsprechend nach der 
folgenden Gleichung umsetzen konnten: 
1C0,H,0O, + 3C, H, OCe = 3 HCl + 1C,H, 0, +-C,,H,, 0, (Dicin- 

namatanhydrid). 

Die folgenden Versuche lassen die Richtigkeit dieser An- 
nahme erkennen. 


1) Auch bei der bekannten Bildung des Bernsteinsiureanhydrids 
aus Bernsteinsiure mit Hilfe von Acethylchlorid hat man anzunehmen, 
daB die Acetylgruppe durch eine Carboxylgruppe acetyliert, in zweiter 
Phase tritt dann die Acetylgruppe mit der OH-Gruppe der zweiten 
Carboxylgruppe unter Bildung von Bernsteinsiureanhydrid in Form von 
Essigséure wieder aus. 
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Schmelze von 1 Mol d-Weinsadure und 3 Mol Zimtsaure- 
chlorid bei 105 bis 110°. 


Diesem Mengenverhaltnis entsprechend wurden 1,5 g Wein- 
siure und 5,0 g Zimtsaurechlorid in einem Reagensrohr innig 
gemischt, im Paraffinbade auf 105 bis 110° erhitzt. Beim Um- 
riihren wurde zum Unterschied von den mit dem molekularen 
Verhaltnis 1:2 vorgenommenen Schmelzen alle Weinsiure unter 
lebhafter Salzsiureentbindung aufgenommen. 

Nach 50 Minuten nahm die zihfliissige Masse eine salben- 
artige Konsistenz an und erstarrte beim Erkalten krystallinisch. 

Der Gewichtsverlust durch die abgespaltene Salzsaiure 
betrug 1,05g, wahrend sich nach der obigen Gleichung 1,1 g 
berechnet. 

Zur Trennung der Zimtsiure von dem gebildeten Dicin- 
namatanhydrid wurden 5,2g der noch etwas nach Chlorid 
riechenden Schmelze mit Ligroin ausgekocht. Ungelést blieben 
3,15g, von denen 0,10g in Aceton gelést, — Vol 10 ccm — 
c= 1 im 1-dm-Rohr «¢ = + 2,33° drehte, d. i. [<], = + 233°. 
Aus der Ligroinlésung kristallisierte 1,6g Saure aus vom 
Schmelzpunkt 116°. In der Lésung war 0,2 g Zimtséure nach- 
weisbar, die beim Verdunsten zuriickblieb. Zur Trennung von 
dem mit in Ligroinlésung gegangenen Dicinnamatanhydrid wurde 
die Substanz mit Chloroform und Sodalésung geschiittelt. 

Die beim Ansauren ausgeschiedene Siure wurde mit Ather 
aufgenommen. Nach dem Verjagen des Athers hinterblieben 
1,1g Saure, die zur Entfernung gebildeten Dicinnamats aus 
Ligroin krystallisiert wurden, wobei 0,2 g Dicinnamat ungelést 
blieben, wahrend sich 0,6 g Zimtséiure vom Schmelzpunkt 129 
bis 130° in aktiver Form abschieden und 0,3 g derselben Saure 
beim Verdunsten der Mutterlauge zuriickblieben. 

Die Chloroformlésung hinterlieS beim Verdunsten 0,4 g 
Dicinnamatanhydrid. 

Danach enthielten die 5,2g der Schmelze 3,15 g+-0,4g 
Dicinnamatanhydrid, zu diesen 3,55g Anhydrid sind noch die 
0,2 g Hydrat aus Anhydrid entstanden zu rechnen, macht zu- 
sammen ca. 3,75g Dicinnamatanhydrid, nach obiger Gleichung 
berechnet: 3,75 g. 

Von den zuerst durch Extraktion mit Ligroin erhaltenen 
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1,6g-+-0,2 g (aus Mutterlauge) = 1,8g Zimtsdure sind abzu- 
ziehen 0,4g Dicinnamatanhydrid und 0,2 Dicinnamat, wonach 
sich bei der Reaktion 1,2 g Zimtsaéure gebildet haben, waihrend 
sich nach obiger Gleichung fiir die 5,2g 1,42g Zimtsiure 


berechnen. 

Es ergibt sich also aus diesem Versuch, daB bei der Ein- 
wirkung von 3 Mol Zimtsaurechlorid auf 1 Mol Weinsaure unter 
Entbindung von 3 Mol Salzsiure und dem Verbrauch aller 
Weinsaure 1 Mol Dicinnamatanhydrid neben 1 Mol Zimtsaure 
entsteht. Dieses Mengenverhiltnis von Weinsiure und Chlorid 
eignet sich daher auch am besten zur Darstellung von Dicin- 


namatanhydrid. 

Bei einem zweiten Versuch mit dem gleichen Mengen- 
verhaltnis wurde die gebildete Zimtsiure aus der Schmelze 
durch Schiitteln mit Chloroform und Sodalésung von Anhydrid 
getrennt. Das aus der Sodalésung beim Ansiuern abgeschiedene 
Gemisch von Zimtsiure mit dem durch Aufspaltung von An- 
hydrid gebildeten Dicinnamat wurde zur Abtrennung des letz- 
teren zweimal mit Ligroin ausgekocht. 

Die aus der Ligroinlésung sich abscheidende Zimtsaure 
schmolz bei 133°. 

0,2 g in Soda — Vol. 10cem — c¢ = 2 drehten im 2-dm-Rohr 
a= 0,099, d. i. [%],, —2,2°,0,1417 g gaben 0,3782Co, und 0,0701 H,0. 

Ber. fiir C,H,O,: Gefunden: 
C 72,97 72,80 
H 5,41 5.50 

Dieser Versuch lehrt also, daB die auf diese Weise erhaltene 
Zimtsaure eine viel geringere Aktivitat besitzt, als die nach den 
anderen Methoden gewonnenen Priparate. 

Bei einem dritten Versuch mit dem gleichen Mengen- 
verhaltnis wurden 4,5 g des Rohprodukts vom [c|,, = -- 175° 
zur quantitativen Bestimmung der gebildeten Zimtséure zuerst 
mit Ligroin von der Hauptmenge des Rohprodukts getrennt. 

Das mit der Zimtsiure in Lésung gegangene Anhydrid 
wurde sodann in das Hydrat iibergefiihrt und dieses durch 
Ligroin von der Zimtsiure getrennt. 

Die Gesamtmenge der so gewonnenen Zimtsiure betrug 
auf die Gesamtschmelze berechnet 1,4g, waihrend sich nach der 
Theorie 1,5 g bilden sollten. 
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Rechtsdicinnamatanhydrid und Rechtsdicinnamat. 


Schmelze von 1 Mol 1-Weinsiure und 3 Mol Zimtsidure- 
chlorid bei 105 bis 110°. 


Die Herstellung der Schmelze geschah, wie bei den Ver- 
suchen mit d-Weinsiure. Da die Umsetzungsgeschwindigkeit von 
Weinsaure und Zimtsaurechlorid wesentlich von dem Feinheits- 
grad der angewandten gepulverten Weinsiure abhiingt, so laBt 
sich zwischen den Schmelzen mit d- bzw. 1-Weinsaiure nur dann 
ein Unterschied feststellen, wenn die l-Weinsaure nicht so fein 
gepulvert angewandt wird, als wie es die kaufliche, gepulverte 


Weinsiure ist. 

Die rohe, aus 3,0 g1-Weinséure und 10g Zimtsaurechlorid 
nach iiber 2stiindigem Erhitzen unter Abspaltung der theore- 
tischen Menge Salzsiure erhaltene Schmelze wurde gepulvert 
und darauf mit wenig wasserfreiem Ather gewaschen und ab- 


gesaugt. 

Die atherische, die gebildete Zimtsiure enthaltende Lésung 
wurde mit Sodalésung geschiittelt. Die auf Saurezusatz sich 
abscheidende Zimtsiure schmolz nach der Krystallisation aus 
Ligroin bei 132°. 

0,2g in Soda — Vol. 10cem — c==2 drehten in 2-dm-Rohr: 

a= + 0,129, 
d. i. [a] =+-3,0° 
0,1244 g gaben 0,3320 CO, und 0,0621 H,O. 
Ber. fiir C,H,0O,: Gefunden: 
C 72,97 72,79 
H 5,41 5,55 

Wie zu erwarten stand, bildet sich also bei der Schmelze 
mit 1-Weinsaure eine nur wenig nach rechts drehende Zimtsaure. 

Der in Ather ungelést gebliebene Anteil der Schmelze 
zeigte nach zweimaligem Umkrystallisieren aus Beénzol den fiir 
das Dicinnamatanhydrid festgestellten Schmelzpunkt 158 bis 159°. 

Die bis zur Gewichtskonstanz -getrocknete Substanz (zuletzt 
bei 100°) lieferte bei der Verbrennung: 

0,1270 g gaben 0,3125 CO, und 0,0491 H,O 
Ber. fiir C,,H,,0, Gef. 
C 67,35 67,11 
H 4,08 4,30 
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0,1281 g in Aceton gelést — Vol. 10 com —c¢ = 1,281 drehten im 
l-dm-Rohr « = — 3,51°, 

d. i. [2] = — 274,0°. 

D. h. wie zu erwarten stand, fast genau so stark nach 
links, als das Dicinnamatanhydrid aus d-Weinsaure nach rechts 
dre ht. 

Bei dem raschen Zuriickgehen der Drehung des Dicinna- 
matanhydrids durch Wasseraufnahme ist die gefundene Differenz 
im Drehungsvermégen von ca. 8° nicht auffallend. 


Krystallisiertes d-Dicinnamat. 


Zur Darstellung des dem |-Dicinnamatanhydrid zugrunde 


liegenden krystallinischen d-Dicinnamats wurde das Anhydrid 


in der oben beschriebenen Weise mit Hilfe von wasserhaltigem 
Aceton aufgespalten. Der beim Verjagen des Acetons ver- 
bleibende Riickstand wurde aus Benzol krystallisiert. Die sich 
abscheidenden feinen Niadelchen zeigten den auch bei |-Dicinna- 
mat beobachteten Schmelzpunkt 167 bis 168°. 

0,0649 g in Soda — Vol. 12,5 com — ec =0,5192 drehten im 1-dm- 
Rohr «= -++ 1,30° 

d. i. [a] = + 250,4°. 

Wie schon beim krystallisierten 1-Dicinnamat erwahnt 
werden haufig weniger als 275° drehende Priiparate erhalten, 
und es ist kaum méglich, die beobachteten Unterschiede im 
Drehungsvermégen anders als durch relative Lagerungsver- 
schiedenheiten im Molekiil zu erklaren. 

Die Analyse ergab: 

0,1327 gaben 0,3141 CO, und 0,0545 H,O 
Ber. fiir C,.H,,0, Gef. 
C 64,39 64,55 
H 4,39 4,56 

Die voranstehend beschriebenen Versuche, bei denen 1 Mol 
Weinsiure mit 3 Mol Zimtsaurechlorid auf 110° erhitzt wurden, 
lieferten unter Abspaltung von 3 Mol Salzsaure ein Gemisch 
von 1 Mol Dicinnamatanhydrid und 1 Mol Zimtsiure, dessen 
quantitative Trennung durch die groBe Empfindlichkeit des An- 
hydrids gegeniiber von Wasser und wasserhaltigen Losungs- 
mitteln sehr erschwert wird. 

Trotzdem lassen die Versuche keinen Zweifel dariiber, dal 
bei diesem Mischungsverhiltnis zuerst 3 Mol Zimtsdurechlorid 
in zwei alkoholische und eine Siurehydroxylgruppe der Wein- 
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siure eintreten unter Freiwerden von 3 Mol Salzsiure und dai 
das intermediir gebildete Tricinnamat der Weinséiure sodann 
unter Abspaltung von 1 Mol. Zimtsiure in das Anhydrid des 
Dicinnamats iibergeht. 

Es war nun von grofem Interesse festzustellen, ob sich 
bei anderen Mengenverhaltnissen von Weinsdiure zu Zimtsiure- 
chlorid, bei denen die Weinsiure im Uberschu8 vorhanden ist, 
die Bildung des Dicinnamatanhydrids unterdriicken und die 
Bildung des ersten Umsetzungsprodukts, des Monocinnamats, 
nachweisen lassen wiirde. 

Zu diesem Zweck wurden die folgenden Mischungen: 
2:3, 3:3=1:1 und 6:3=2:1 untersucht. 

Bei all diesen Mischungsverhiltnissen befindet sich die 
Weinsaiure in groBem Uberschu8 gegeniiber dem Zimtsiure- 
chlorid im Vergleich zu dem Verhiltnis 1:3, und es wire da- 
mit die erste Bedingung erfiillt zur Bildung, der der Anhydrid- 
bildung naturgemaB vorausgehenden Produkte, des Mono- und 
Dicinnamats. 

Nach der Erfahrung bei anderen in mehreren Phasen ver- 
laufenden Substitutionsreaktionen muBte fiir die Bildung des 
Monocinnamats das Verhaltnis 1 Weinsaiure auf 1 Zimtsiure- 
chlorid an giinstigsten sein. 

Sollte jedoch bei diesem Verhiltnis die Reaktion sich den- 
noch den Verlauf 1:3 erzwingen, so ist das nur méglich, wenn 
man das Verhaltnis 1:1==3:3 in 1:3 und 2 zerlegt, d. h. 
auf 3 Mol Chlorid wiirden 2 Mol Weinsiure unverindert bleiben 
miissen, da fiir sie kein Chlorid mehr vorhanden ist. 

Das Verhiltnis 2:3 kénnte entsprechend entweder in 1:3 
und 1 Weinsiure UberschuB oder, wenn die Reaktion sich nach 
der Mono- und der Dicinnamatbildung aufhalten lieBe, in 1:1 
und 1:2 zerlegen lassen, wonach neben 1 Mol Monocinnamat 
1 Mol Dicinnamat zu erwarten wiire. 

Endlich das Verhiltnis 6:3 2:1 laéBt sich in 1:3 neben 
5 tiberschissiger Weinsiure zerlegen, da 2:1 4:2, so muBten, 
wenn die Reaktion bei dem dem Verhiltnis 1:2 entsprechen- 
den Dicinnamat haltmachen kénnte, daneben 3 Mol Weinsiéure 
unangegriffen bleiben, und da endlich 2:1—-1:1 und 1 Wein- 
siure vorstellt, so muBten, wenn sich die Reaktion bis zur voll- 
stiindigen Beendigung der ersten Phase, mit dem Reaktions- 
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produkt Monocinnamat, durchfiihren lieBe, 1 Mol Weinsaure 
unverandert bleiben. 

Wie aber die folgenden Versuche lehren, la8t sich auch 
bei Verwendung sehr betrichtlicher Uberschiisse an Weinsiure 
in keinem Falle die Bildung des aus dem héchsten, dem Tri- 
substitutionsprodukt der Weinsaéure entstehenden Dicinnamat- 
anhydrids unterdriicken. Die Reaktion verliuft daher bis zu 
diesem Produkt der 3. Phase mit zunehmender Geschwindigkeit, 
wodurch es auch verstandlich wird, daB sich bei keinem Ver- 
suche das primar entstehende Monocinnamat nachweisen lie’. 


Schmelze von 2 Mol Weinsadure und 3 Mol Zimtsiure- 
chlorid bei 110 bis 120°. 


Ein inniges, fein gepulvertes Gemisch von 3,0 g Weinsaure 
und 5,0 g Zimtsaurechlorid wurde ansteigend bis 120° erhitzt. 
Ein groBer Teil der Weinsiure wurde unter lebhafter Salzsiure- 
entwicklung aufgenommen. Nach 20 Minuten war letztere voll- 
standig beendet. Der durch die Salzsiureabgabe bewirkte Ge- 
wichtsverlust betrug 1,09 g. Der fiir 5 g Zimtsadurechlorid be- 
rechnete 1,095 g. 

Danach war die Gesamtmenge des in dem angewandten 
Zimtsaurechlorid enthaltenen Chlors bei der Reaktion in Form 
von Salzsiure ausgetreten. Von der glasigen, spréden, etwas 
gefarbten Schmelze drehten 0,0457 g in Aceton — Vol 10 ccm, 
ce = 0,457 im 1-dm-Rohr ¢ = — 0,539, d. i. [a], = — 116°. 

Beim Ausziehen der Schmelze mit Ligroin ging ein ge- 
ringer Teil in Lésung. Der beim Erkalten der filtrierten Lésung 
abgeschiedene krystallinische Niederschlag drehte 

[a], = + 86°. 


Der in Ligroin ungelést gebliebene Anteil lieB sich durch 
Behandlung mit kaltem Ather scheiden in 4,7 g einer ather- 
léslichen, glasigen Substanz vom [a], —-—98° und in 1,2 g 
krystallinischer Substanz, die in Ather ungelést blieb und in 
Acetonlésung das [a],, = -+ 55° besab, 

0,9 g dieser Substanz wurden nun mit Chloroform und Wasser 
weiter geschieden. Die Chloroformlésung — Vol. 25 ccm — drehte 
im 2-dm-Rohr «=~ 4,63° und hinterlie8 nach dem Verjagen 


des Chloroforms 0,23 g Riickstand, daraus berechnet sich fir 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 6 
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die urspriingliche Lésung die Konzentration c= 0,92 und das 


Drehungsvermogen: 
[e]>= +. 252° 

Die waBrige Losung — Vol. 25 com — die die unveriinderte 
Weinsiure enthalten mute, drehte im 2-dm-Rohr: @ = -+- 0,67°. 
Der Eindampfriickstand wog 0,63 g, woraus sich die Konzen- 
tration ¢ == 2,52 und das Drehungsvermégen: [a],,—-- 13,3° 
berechnet. 

Durch das Drehungsvermégen, durch den Schmelzpunkt 
166° und die Uberfiihrung in Weinstein wurde das Vorliegen 
von Weinsaure bewiesen. 

Auf die Gesamtmenge der Schmelze berechnet, sind von 
den 3g Weinsiure 2,2 g in Reaktion getreten und 0,8 un- 
verindert geblieben. Ware die Reaktion vollstandig im Ver- 
haltnis 1:3 verlaufen, so hatte nur 1,5 g Weinsaéure verbraucht 
werden diurfen. 

Wie der Nachweis des rechts drehenden Anhydrids zeigt, 
ist ein Teil der angewandten Substanz im Verhialtnis 1:3 in 
Reaktion getreten, waihrend der iibrige Teil bei der Bildung 
von Dicinnamat stehen geblieben ist, wie die beobachtete Links- 
drehung und der iiber die Halfte hinausgehende Verbrauch 


von Weinsaure beweist. 


Schmelze von 1 Mol Weinséure und 1 Mol Zimtsaure- 
chlorid bei 110°. 

Bei der Einwirkung gleicher Molekiile Weinsaiure und Zimt- 
siurechlorid aufeinander sollte man auf Grund der Erfahrung 
bei anderen, in molekularem Verhaltnis ausgefiihrten Reaktionen 
die glatte Bildung des primar entstehenden Umsetzungsproduktes, 
nimlich des Weinsiuremonocinnamats erwarten. 

So z. B. ist es ganz unmdglich, sich vorzustellen, daB bei 
der Einwirkung gleicher Molekiile Weinséiure und Natron- 
hydrat etwas anderes entstehen kénnte als saures weinsaures 
Natrium, das dem Weinsiuremonocinnamat entspricht. 

Die Wechselwirkung gleicher Molekiile Weinsaéure und Zimt- 
siurechlorid aufeinander macht jedoch von dieser sonst meist 
giiltigen Regel eine Ausnahme. 

Auch bei dem Verhiltnis 1:1, das gleich ist dem Verhaltnis 
3:3, geht die Reaktion zum Teil bis zu Ende entsprechend 
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dem Verhiltnis 1:3, demzufolge natiirlich Weinsiure unangegriffen 
bleiben muB. 

Im ganzen wurden 4 Schmelzen in diesem Verhaltnis 
‘edoch zu sehr verschiedenen Zeiten, zu denen die Klarlegung 
der Wechselwirkung von Chlorid und Weinsiure sehr verschie- 
den weit fortgeschritten war, ausgefiihrt, deren Resultate zu- 
sammengezogen werden sollen. 

Weinsiiure und Chlorid wurden im Verhiltnis von 6,0 
zu 6,7g innig gemischt auf 110° erhitzt. Die auftretende 
starke Salzsiiureentbindung ist nach 20 Minuten beendigt. Der 
hierdurch bewirkte Gewichtsverlust stimmt in allen Fallen mit 
der Theorie tiberein. Bei obigem Mengenverhialtnis z. B. 1,5 statt 
1,46. Bei allen diesen Schmelzen ist deutlich zu beobachten, da 
gréBere Mengen Weinsaure unverandert bleiben. Wenn aber alles 
Chlor des Chlorids als Salzsiure austritt und dabei Weinsaure un- 
verindert bleibt, so ergibt sich daraus, dafS§ die Reaktion nicht 
unter ausschiieBlicher Bildung von Monocinnamat verlaufen 
sein kann. 

Die im ganzen 30 Minuten erhitzte Schmelze ist zihe und 
klebrig, nach dem Erkalten sprode. 

Zur Bestimmung der nicht verbrauchten Weinsiure wird 
cine abgewogene Menge der gepulverten Rohschmelze mit Chloro- 
form verrieben. Hierbei bleibt die Weinsaure ungelést zuriick. 
Ihre Menge la8t sich durch Absaugen, Trocknen und Wagen 
und durch Umrechnung auf die Gesamtmenge der Schmelze 
feststellen, wihrend ihre Identifizierung durch Bestimmung von 
Schmelzpunkt und Drehungsvermégen sowie durch Uberfiihrung 
in Weinstein leicht gelingt. 

Bei zwei Versuchen wurde festgestellt, da bei der Schmelze 
eines molekularen Gemisches von Weinsaure und Zimtsaurechlorid 
57 bezw. 59°, Weinsiure unverandert bleiben. 

Wenn die Reaktion ganz nach dem Verhaltnis 1:3 ver- 
laufen wire, so hatten 66,6°/, Weinsiure unverindert bleiben 


miissen. Nachdem mehr Weinsaure angegriffen worden ist, so 
muB neben rechts drehendem Dicinnamatanhydrid auch links 
drehendes Cinnamat gebildet werden. Da das Anhydrid so leicht 
in sein Hydrat iibergeht, so geniigt nicht die Beobachtung des 
bei allen Versuchen auftretenden, nach links drehenden Anteils, 


sondern die Bildung freier Cinnamate bei der Schmelze kann nur 
6* 
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aus der Menge der unangegriffenen Weinsaure gefolgert werden. 
Die Bildung des rechts drehenden Anhydrids dagegen lie} 
sich ohne Schwierigkeit direkt nachweisen. 

Zu diesem Zwecke wurde ein Teil der Schmelze (2 g) mit 
heiBem Ligroin ausgezogen. 

Die sich aus der Ligroinlésung abscheidenden feinen, zen- 
trisch gruppierten Nadeln (0,3 g) schmolzen nach zweimaliger 
Krystallisation aus Benzol bei 145° und lésten sich nicht in 
Bicarbonatlésung. 

0,0750 g in Aceton — Vol 10ccm — c=0,75 drehten im 
1-dm-Rohr « = + 1,82°, 

d. i. [a], = + 242,7° 

Bei der zweiten Extraktion wurden noch 0,16 g rechts- 
drehende Substanz erhalten: 

[a[) = + 106,2° 

Der in Ligroin unlésliche Riickstand, der neben der un- 
veranderten Weinsaure gleichzeitig entstandenes Dicinnamat 
enthalten muBte, wurde zur Abtrennung der Weinsaure mit 
Chloroform behandelt. Nach Abtrennung der Weinsiure und 
dem Verdunsten der Chloroformlésung blieb eine bei 169° sich 
zersetzende krystallinische Substanz zuriick (0,62 g). 

0,1166 g in Soda — Vol 20 com — c= 0,583 drehte im 1-dm-Rohr 
a = — 1,85°, 
d. i. [a], = — 232,6. 

Nach Eigenschaften und Gewinnung diirfte es sich hier 
um primar gebildetes Dicinnamat handeln. 

Die geringen Mengen der bei Bildung des Anhydrids ent- 
stehenden Zimtsiure wurden bei diesen Versuchen nicht abzu- 
scheiden versucht, da nach den vorhergehenden Versuchen und 
dem etwas zu tiefen Drehwert der durch Ligroinextraktion 
gewonnenen Krystallisationen ihr Auftreten neben dem Anhydrid 
erwiesen ist. 


Schmelze von 2 Mol Weinsaéure und 1 Mol Zimtsiaure- 
chlorid bei 110 bis 115°. 
9g Weinsaéure und 5g Zimtsiurechlorid wurden innig ge- 
mischt eine halbe Stunde unter Umriihren auf 115° erhitzt- 
Der durch Salzsiureabspaltung verursachte Gewichtsverlust 
betragt 1,1 g, wahrend sich fiir die angewandte Menge Chlorid 
1,1 g berechnet. 





Beitrage zur Frage der aktiven Zimtsauren. &5 


Zur Bestimmung der nicht in Reaktion getretenen Wein- 
siure wurden 0,3 g der Rohschmelze mit Chloroform behandelt. 
Dabei blieben 0,16 g Weinsaiure ungelést, die sich durch ihren 
Schmelzpunkt 167° und ihre Uberfiihrung in Weinstein leicht 
identifizieren lieB. Von den 9g Weinsiure blieben daher 6,9 g 
unveraindert und traten nur 2,1g in Reaktion. 

Die Chloroformlésung — Vol. 10 cem — drehte im 1-dm-Rohr gleich 


nach der Herstellung 
a= —0.18°, 


a. i. da sich fiir c= 1,4 berechnet: 
[aly = — 12,4°. 
Da beim Aufbewahren die Linksdrehung betrachtlich zunimmt: 
nach 1 Stunde « = — 1,45 
nM » @=—2,179, [aly = — 155°, 
so ergibt sich schon aus dieser Beobachtung, daB auch bei dieser 
Schmelze Dicinnamatanhydrid entstanden sein muB. 

Zur Abscheidung des Anhydrids in Substanz wurden 10 g der 
Schmelze mit Ligroin ausgekocht. Aus der erkaltenden Lésung schieden 
sich nur 0,03 g krystallinischer Substanz aus, deren Lésung in Chloro- 
form — Vol. 10 cem — daher c=0,3 gleich nach der Herstellung im 


1-dm-Rohr 
2=>>- 0,50°, d. 4 ‘X}p =—=- 166,7° 


drehte 
nach 1 Stunde «—-+ 0,13 ° 
>» 2Tagen x«——0O,58°. 

Es ergibt sich aus diesem Versuch, bei dem Weinsiiure und 
Zimtsaurechlorid im Verhaltnis von 2 Mol auf 1 Mol oder, was 
das gleiche ist, von 6 Mol auf 3 Mol aufeinander eingewirkt 
haben, da8 trotz des Uberschusses von 5 Mol Weinsiure die 
Bildung des Dicinnamatanhydrids nicht unterdriickt werden 


konnte. 


Schmelze von 1 Mol Monocinnamat und 1 Mol Zimt- 
saurechlorid bei 110°. 


Endlich erschien es von Interesse, festzustellen, wie sich 
fertig gebildetes Monocinnamat, das bei allen beschriebenen 
Weinsiaure-Zimtsaurechloridschmelzen als primares Umsetzungs- 
produkt betrachtet werden muB und das sich merkwiirdiger- 
weise bei keiner Chloridschmelze abscheiden lieB, bei der 
Schmelze mit Zimtsaurechlorid verhalten wiirde. 

Ein Gemisch von 2,8 g schon krystallisiertem Monocin- 
namat vom Zersetzungspunkt 202° und 1,7 g Zimtsiurechlorid 
wurde unter Umriihren in einem Reagensglas im Paraffinbad 
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auf 110° erhitzt. Die Salzsiureabspaltung, die nur triige von- 
statten ging, war nach 25 Minuten beendet. Die Schmelzc 
stellte eine durch unverindertes Monocinnamat getriibte, ziihe 
Masse dar. Nach einer Gesamterhitzungsdauer von 30 Minuten 
wurde rasch abgekiihlt und der durch die Salzsiureabspaltung 
bewirkte Gewichtsverlust festgestellt. Statt des fiir die ange- 
wandte Menge Zimtsiurechlorid berechneten Verlustes von 0,36 2 
wurde 0,40 g gefunden. 

Zum Nachweis etwa entstandenen Dicinnamatanhydrids 
wurden 2g der gepulverten Schmelze mit Ligroin ausgekochi. 
Aus der Ligroinlésung schieden sich beim Erkalten 0,5 g Sub- 
stanz in Nadeln ab. 

Kine Lésung von 0,0490 in Chloroform — Vol. 10 cem — drehte 
im 1-dm-Rohr gleich nach der Herstellung: 

a —-+0,759 d.i. [ajp = + 153° 
nach | Stunde: a==-+ 0,30° 
nach 2 Tagen: a=—0,90°. 

Es ergibt sich daraus, daB auch beim Erhitzen gleicher 
Molekiile Monocinnamat und Zimtsiaurechlorid auf 110° Dicin- 
namatanhydrid gebildet wird. 

Zur Bestimmung des nicht in Reaktion getretenen Mono- 
cinnamats wurde 1g der Schmelze mit Chloroform, in dem 
das Monocinnamat unldslich ist, geschiittelt. Die Menge des 
ungelésten Monocinnamats betrug 0,397 g, sein Zersetzungspunkt 
lag bei 202°. 

Die Chloroformlésung, die 0,603 g Substanz in Form von Dicin- 
namatanhydrid bzw. Dicinnamat enthalten muBte — Vol. 15 ccm, e— 4,02 — 
drehte im 1-dm-Rohr 

“== — 5,29°, d. i. [a] = — 131,5°. 

Auch dieser Versuch bestatigt, daB die Substitution der 
Wasserstoffatome von 3 Hydroxylgruppen der Weinsaure durch 
die Reste der Zimtsiiure mit zunehmender Geschwindigkeit 
verlauft und daB bei den von der Weinsiure ausgehenden Vevr- 
suchen das zuerst entstehende Monocinnamat gewissermafen 
in statu nascendi gleich weiter verindert wird, da es sich bei 
keinem Versuch in Substanz abscheiden lieB. 


SchluB. 
Betrachtet man die Umsetzung von Weinsaure und Zimt- 
siurechlorid vom allgemein chemischen Standpunkt, so handelt 
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es sich um einen Substitutionsvorgang, bei dem 3 Wasserstoff- 
atome einer Verbindung mittels eines Saurechlorids unter Salz- 
siureabspaltung gegen das dem Chlorid zugrunde liegende 
Saureradikal ausgetauscht werden, ein Vorgang, der in allge- 
meinster Form wie folgt auszudriicken ist: 

H R’ 


1. ROHR’ —R-~-H-+ HCl 
\H \H 
R’ yR’ 
2. R--H+ CIR’ —R-—R’'+ HC 
H \H 
R’ 7” 
3. RO R’+ CIR’—R~ R’+ HCl. 
\H R’ 


Meistens pflegen derartige Substitutionsvorgiinge so zu ver- 
laufen, daB8 bei Anwendung molekularer Mengen das Ausgangs- 
produkt zuerst durchweg in sein Monosubstitutionsprodukt und 
dann erst bei Zusatz eines zweiten Molekiils des Chlorids in 
sein Disubstitutionsprodukt umgewandelt wird und daf erst 
die Bildung eines Trisubstitutionsproduktes beginnt nach voll- 
stiindiger Umwandlung aller Mono- in Disubstitutionsprodukte. 

Wenn ein Substitutionsvorgang streng in dieser Weise er- 
folgt, so muB sich das Trisubstitutionsprodukt schwerer aus 
dem Disubstitutionsprodukt und dieses schwerer aus dem Mono- 
substitutionsprodukt und dieses schwerer aus dem Ausgangsstoff 
bilden. 

Bildet sich dagegen das Trisubstitutionsprodukt leichter aus 
dem Disubstitutionsprodukt, als dieses aus dem Monosubstitu- 
tionsprodukt und bilden sich auch das Tri- und Disubstitutions- 
produkt leichter aus Mono- als dieses aus dem Ausgangsprodukt, 
so wird es verstindlich, daB bei der Substitution Ausgangs- 
material unverindert bleibt und das primare Monosubstitutions- 
produkt in dem Mab, wie es entsteht, gleich weiter in das [i- 
bzw. Trisubstitionsprodukt umgewandelt wird. 

Also nur dann, wenn die Geschwindigkeit von Reaktions- 
phase zu Reaktionsphase betrichtlich zunimmt, kann man er- 
warten, auch bei Anwendung gleichmolekularer Mengen neben 
unverdindertem Ausgangsstoff das héchste Substitutionsprodukt 


zu erhalten. 
Ein solcher Fall liegt offenbar bei der Einfiihrung von 
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Zimtsaureresten mit Hilfe von Zimtséurechlorid in das Molekiil 
der Weinsaure vor. 

Fiir die Entwickelung unserer theoretischen Vorstellungen 
war es von gréBter Wichtigkeit, daB sich bei den meisten 
Substitutionsvorgingen die Produkte der aufeinanderfolgenden 
Reaktionsphasen gewinnen lieBen und daB nicht, wie bei der 
Substitution von drei Hydroxylgruppen der Weinséure durch 
Zimtsaurereste, die Reaktionen der einander folgenden Phasen mit 
einer derart zunehmenden Geschwindigkeit verlaufen, da neben 
dem gebildeten hochsten Substitutionsprodukt ein Teil des 
Ausgangsmaterials unverandert bleibt. 

Man braucht nur daran zu denken, was fiir Folgen es fiir 
unsere Anschauungen gehabt hatte, wenn sich bei der Sub- 
stitution des Wasserstoffs im Wasser neben unverandertem 
Wasser Natriumoxyd, oder wenn aus dem Benzol bei der Ein- 
wirkung von Chlor neben unveraindertem Benzol Hexachlor- 
benzol gebildet hatte u. a. 

Fiir die Erkenntnis der Zwischenstufen ist es daher von 
groBter Wichtigkeit, wenn die aufeinanderfolgenden Reaktions- 
phasen nicht mit allzu rasch zunehmender Geschwindigkeit ver- 
laufen. 

Die Vertretung von 3 Wasserstoffatomen der Weinsaure 
durch 3 Cinnamoylreste laBt sich der Sattigung einer drei- 
basischen Saéure durch eine einséurige Base an die Seite 
stellen. 

Wahrend aber bei dem ersteren Vorgang Ausgangsprodukt 
und Endprodukt nebeneinander auftreten kénnen, ist dies bei 
letzterem Vorgang ausgeschlossen, da sich Endprodukt und Aus- 
gangsprodukt, d. i. neutrales Salz und freie dreibasische Saure 
zu einem sauren Salz umsetzen miissen. Eine dementsprechende 
Umsetzung ist aber nach den gemachten Erfahrungen zwischen 
Weinsaiure und den Cinnamaten nicht méglich. 

Die Umsetzung zwischen neutralem Salz und freier drei- 
basischer Saure ist bedingt durch die Uberlegenheit in der 
Saurestirke der freien Saéure gegeniiber dem primiren und 
sekundaren sauren Salz. Die Saurestirke von der freien Séure 
iiber primar und sekundar saures Salz bis zum Neutralsalz 
nimmt naturgemaB ab, wahrend durch die nacheinander ein- 
tretenden stark negativen Cinnamoylgruppen die noch un- 
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besetzten OH-Gruppen an Reaktionsfahigkeit gewinnen, wes- 
halb ein Riickwartsgehen in der Reaktion ausgeschlossen er- 
scheint. 

Nach den von Anschiitz und Pictet*) gemachten An- 
gaben darf man annehmen, daB auch die von diesen Forschern 
studierte Benzoylierung und Acetylierung der Weinsaure, wie 
die eben beschriebene Cinnamoylierung, mit zunehmender Ge- 
schwindigkeit bis zum Endprodukt der Reaktion, dem Anhy- 
drid der d-Benzoyl- bzw. Diacetylweinsdure fiihrt und daB es 
deshalb zur Gewinnung dieses Endprodukts notwendig ist, auf 
1 Mol Weinsaiure 3 Mol der Chloride einwirken zu lassen. 

Die durch Fraktionierung der bei héherer Temperatur aus- 
gefiihrten Schmelzen von 1 Mol Weinséure und 2 Mol Zimt- 
siiurechlorid, sowie der bei der Weinsaiure-Zimtsiureanhydrid- 
und der Weinsaure-Zimtséureschmelze sich bildenden Cinnamat- 
gemische gemachten Erfahrungen und die sich daraus ergebende 
Aufklarung iiber den verschiedenen Verlauf der Reaktion bei 
den genannten Schmelzen, und endlich die wichtigen neuerdings 
gemachten Beobachtungen iiber Bildung und Verhalten der 
optisch aktiven und hemiedrisch krystallisierenden Zimtsauren 
sollen in demnichst folgenden besonderen Abhandlungen be- 
schrieben werden, da das angesammelte Beobachtungsmaterial 
zu umfangreich ist, um in einer einzigen Abhandlung zusammen- 
gefaBt werden zu k6nnen. 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 13, 1178. 
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Uber eine direkte und eine indirekte Diazoreaktion 
auf Bilirubin. 


Von 
A. A, Hymans y. d. Bergh und P. Muller. 


(Aus der medizinischen Klinik der Reichs-Universitét in Groningen. 
(Hingegangen am 12. Juli 1916.) 


Vor langerer Zeit hat Ehrlich nachgewiesen, da’ gallen- 
farbstoffhaltiger Harn mit einer Diazoniumlésung eine eigen- , 
artige Farbenreaktion gibt. Spiater hat dieser Forscher die 
genannte Reaktion weiter verfolgt, indem er eine chloroformige 
Bilirubinlésung mit seinem Diazoreagens versetzte und danach 
so viel Alkohol hinzufiigte, um eine homogene Filiissigkeit zu 
erzielen; es tritt sofort ein Umschlag in Rot auf. Mit der 
Hinzufiigung von Alkohol zur chloroformigen Bilirubinlésung 
bezweckte Ehrlich offenbar nur, eine Fliissigkeit zu schaffen, 
die sowohl Bilirubin wie Diazoreagens in Lésung zu erhalten 
fahig war. Soweit uns bekannt wurde, haben alle spiateren 
Untersucher') bei der Ausfiihrung dieser Reaktion, immer alko- 
holische Lésungen verwendet: Wir selbst haben bei friiheren 
Untersuchungen iiber den Gallenfarbstoff ebenfalls stets unseren 
Fliissigkeiten Alkohol zugesetzt, bis wir uns durch einen Zufall 
vor die Frage gestellt fanden, ob der Alkoholzusatz notwendig 
sei, und welche Rolle er bei der Kuppelung spiele. 

Wir wurden zu dieser Frage veranlaBt, indem wir eines 
Tages, bei der Bestimmung des Bilirubingehaltes menschlicher 
Galle, irrtiimlicherweise den Alkohol hinzuzufiigen unterlieBen. 
wobei wir zu unserem Erstaunen die Reaktion ebenso schnell 


1) Fiir Literatur bis 1898: P. Clemens, Arch. f. klin. Med. 1899, 
63. — Weiter Préscher, Zeitschr. f. physiol. Chem. 29. — Orndorff 
und Teeple, Festschr. f. Salkowski, 1904. 
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und ebenso schén erscheinen sahen als mit Alkohol. Es war 
nun naheliegend, zu versuchen, ob eine mittels einer Spur 
zauge angefertigte und danach mit Siure genau neutralisierte 
waBrige Bilirubinlésung mit einer Diazoniumverbindung zu 
kuppeln fahig war. Das Resultat war negativ: Hinzufiigung 
von Alkohol erwies sich unter diesen Umstiinden unbedingi 
notwendig. Die menschliche Galle hingegen gab immer ohne 
jeden Zusatz von Alkohol in jeder Verdiinnung die Reaktion. 

Es hatte sich also ergeben, da® das Bilirubin das eine 
Mal — nimlich in der Galle — ohne Alkoholzusatz, das andere 
Mal — in wifriger Lésung — nur in Gegenwart von Alkoho! 
einen Azofarbstoff zu erzeugen imstande war. Wir nennen die 
erstere Reaktion (ohne Alkohol) eine direkte, die letztere eine 
indirekte Diazoreaktion. 


Um die Bedeutung des Alkohols fiir das Zustandekommen 
der Kuppelung zu erforschen, haben wir untersucht, ob auch 
andere Kérper als der Athylalkohol die Verbindung des Bili- 
rubins mit dem Diazoniumsalz darzustellen fahig sind. 

AuBer dem Methyl- und dem Athylalkohol erwiesen sich 
dazu die folgenden Substanzen geeignet: 

1. NaOH-Lésung. 

2. Glykocholsiure, Dehydrocholsiure, Cholsiure 
(iiber andere Cholsiurederivate verfiigten wir nicht). 

3. Einige andere schwache Sauren, z. B. Zitronensiure. 

Bei allen unseren Untersuchungen verwendeten wir eine 
Natriumbilirubinatlésung, die durch Lésung chemisch reinen 
Bilirubins (bezogen von Schuchardt), in schwach alkalisches 
Wasser hergestellt, darauf durch Siiure genau neutralisiert wurde. 

Wie gesagt, diese Bilirubinatlosung kuppelt mit der 
Diazoniumlésung nicht. 

Fiigt man jedoch einige Tropfen einer "/,.- NaOH -Loésung., 
darauf das Diazoreagens hinzu, so schligt das Gelb der Fliissig- 
keit sofort in Rot um. Die paar Tropfen der ®/,,-NaOH-Lésung 
sind selbstverstindlich nicht imstande, die von dem stark sauren 
Diazoreagens herriihrende saure Reaktion zu beeinflussen. 

Die gleiche Wirkung wie die ®/,,-NaOH-Lésung haben nicht 
zu stark verdiinnte neutrale Lésungen der Na-Salze obiger 


Sauren. 
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Der auf diese Weise erhaltene Azofarbstoff hat in neu- 
traler, schwach saurer oder schwach alkalischer Lésung 
eine rote Farbe, die 

1. durch Hinzufiigung eines Tropfens starker Lauge ins 
Gelb-Griinliche bis Griinlich-Blaue, je nach der Menge des be- 
nutzten Diazoreagens, 

2. durch Hinzufiigung. eines Tropfens starker Salzsiure 
ins Grinlich-Blaue bis Reinblaue 
iibergeht. 

Weshalb gibt nun die Galle ohne jeden Zusatz die Diazo- 
reaktion? 

Folgende Méglichkeiten miissen in Betracht gezogen werden: 

1. Es wire denkbar, daB nicht das Bilirubin, sondern eine 
ganz andere in der Galle enthaltene Substanz die Kuppelung 
veranlaBt. Das ist aber wegen zahlreicher Griinde AauBerst 
unwahrscheinlich. Erstens sind bis jetzt keine Gallenbestand- 
teile bekannt, mit Ausnahme des Bilirubins, die in stark saurer 
Mitte mit Diazokérpern kuppeln. Uberdies konnten wir nach- 
weisen, daB der bei unserer Reaktion gebildete Korper mit 
dem aus reinem Bilirubin in alkoholischer Lésung entstehenden 
Azobilirubin genau iibereinstimmt. Versetzt man die aus Galle 
und Diazoreagens resultierende violett-rote Filiissigkeit mit 
starker Salzsiure oder mit starker Lauge, so erhalt man die- 
selben Farbenumschlige wie mit einer Azobilirubin-Lésung. 
Bei spektroskopischer Betrachtung waren die Absorptionsbander 
der aus Galle ohne Alkoholzusatz und der aus Bilirubin in 
alkoholischer Lésung erhaltenen Farbstoffe genau dieselben. 
In stark salzsaurer Fliissigkeit findet sich ein Absorptionsband 
bei 540 bis 610 wu, in stark alkalischer Lésung bei 550 bis 
630 uu. 

Wenn schlieBlich das Bilirubin der Galle, es sei durch 
Stehen an der Luft, es sei durch salpetrige Séure unter Bil- 
dung des griingefarbten Biliverdins, oxydiert wird, verschwinden 
zu gleicher Zeit sowohl die ,,direkten“ wie die ,indirekten“ Azo- 
reaktionen. 

2. Das verschiedene Benehmen des Bilirubins, je nachdem 
es sich in der Galle oder aber in waBriger Lésung befindet, 
ware am einfachsten zu erkliren durch die Annahme, daB sich 
in der Galle neben dem Bilirubin eine oder mehrere andere, 
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die Kuppelung mit Diazokérpern férdernde Substanzen vor- 
finden. 

Diese Annahme fiihrte dazu, zu untersuchen, welchem be- 
kannten Gallenbestandteile diese den KuppelungsprozeB for- 
dernde Wirkung zuzuschreiben wire. Erst dachten wir, die 
alkalische Reaktion der Galle sei Ursache der Erscheinung. 
Diese Erklarung erwies sich jedoch als unrichtig. 

Wenn man nimlich menschliche Galle mit so viel Wasser 
verdiinnt, daB die Farbe nur noch schwachgelb erscheint und 
die alkalische Reaktion folglich keinen Einflu8 mehr austiben 
kann (z. B. bei einer Verdiinnung von 1 Teil Galle mit 500 bis 
1000 Teilen Wasser), findet die Kuppelung noch genau so schnell 
statt wie mit unverdiinnter Galle. 

Ebenso tritt die Kuppelung direkt ein, wenn man eine 
waBrige Gallenlésung zuvor mit "/,)-Salzsiure neutralisiert hat. 

Spiter meinten wir, die Glykocholsiure der Galle sei der 
die Kuppelung férdernde Koérper. Aber auch diese Annahme 
hat wenig Wahrscheinlichkeit. 

Denn zur Kuppelung mittels Glykocholats braucht man 
eine ziemlich bedeutende Menge dieses Salzes; Spuren geniigen 
keineswegs. Dahingegen kann man, wie schon erwahnt, die 
Galle und damit selbstverstandlich zu gleicher Zeit die in der- 
selben enthaltenen Glykocholate sehr stark verdiinnen, und 
immer noch gibt sie die ,direkte“ Reaktion. 

3. Eine dritte Méglichkeit wire die, daB das in der Galle 
sich vorfindende Bilirubin eine ein wenig andere Zusammen- 
setzung hatte als das als chemisch reines benutzte Bilirubin. 

Das von uns benutzte Bilirubinpriparat wurde bezogen 
von Schuchardt und ist nach dem Kiisterschen Verfahren 
angefertigt. Bei der Herstellung werden Gallensteine von 
Rindern zahlreichen Einwirkungen (u. a. Ausziehen mit siedenden 
Flissigkeiten) unterzogen. Nun ist es durchaus nicht unwahr- 
scheinlich, daB das Bilirubin in den alten Gallenkonkrementen 
eine andere Zusammensetzung habe als die frisch sezernierte 
Verbindung. So fand Kiister z. B., daB alte Bilirubinpriparate 
2 Atome Silber zu ersetzen imstande sind, frische Priparate 
aber 4 Atome Silber’). 


1) Kiister, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1912, 82, 463. 











men 

















4 A. A. Hymans v. d. Bergh u. P. Muller: 


Dazu kommt noch, dab, wie wir sofort sehen werden, die 
Erhitzung die Konstitution, oder jedenfalls die Fahigkeit mit 
Diazoniumverbindungen Farbstoffe zu erzeugen, ohne Zweifel 
beeinfluBt. 

Hierbei haben wir folgendes zu iiberlegen: 

In allen fiir die Konstitution des Bilirubins vorgestellten 
Formeln denkt man sich das Molekiil aus 4 tetrasubstituierten 
Pyrrolkernen zusammengesetzt. Bei den bekannten Pyrrolen 
hat man nun gefunden, und es wird diese Tatsache als wich- 
tiges Hilfsmittel zur Bestimmung der Konstitution verwendet, 
da8 nur beim Bestehen einer freien, nicht substituierten CH- 
Gruppe (zumal eine freie «-CH-Gruppe) in einem Pyrrolkern 
die folgenden zwei Reaktionen auftreten: 

1. Bildung eines Azofarbstoffes mit einer Diazonium- 
losung. 

2. Bildung gefarbter Kondensationsprodukte mit Aldehyden 
(Formaldehyd, Dimethylamidobenzaldehyd). 

Bilirubin gibt eine Azoverbindung, sogar eine Diazover- 
bindung, und auch Farbenreaktionen mit den genannten Al- 
dehyden’). Man muB8 also zur Erklarung des Auftretens dieser 
Reaktionen des Bilirubins annehmen, entweder daB ein Sub- 
stituent verdrangt wird oder daS eine intramolekulare Atom- 
verschiebung stattfindet ”). 

Den letzteren Fall kann man erkliren entweder durch die 
Annahme, daB eine Atomverschiebung bei der Darstellung des 
Bilirubins aus den Gallensteinen vor sich gehe, derart, daB der 
auf diese Weise erhaltene Farbstoff die Reaktion nicht mehr 
gibt; oder umgekehrt, daB das zur Kuppelung nicht befahigte 
Bilirubinmolekiil unter dem Einflu8 anderer Gallenbestandteile 
einer molekularen Umanderung unterliegt, die es zur Kuppelung 
geeignet macht. 

Da, wie schon oben ausgefiihrt wurde, weder dem Alkali- 
gehalt der Galle, noch der Glykocholsaure, die den Kuppelungs- 
prozeB férdernde Wirkung zugeschrieben werden kann, haben 
wir den Einflu8 der Temperatur untersucht. Es ergab sich 
dabei: 


1) Herzfeld, Ibid. 1912, 77, 280. — Kiister, Ibid. 1914, 91, 58. 
2) Kiister, Arch. der Pharm. 1915, 253, 477. 
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a) Nach einer kurzdauernden Erhitzung einer wibrigen 
Gallenlésung bleibt die direkte sowie die indirekte Reaktion 
erhalten. 

b) Nach 5 Minuten Kochen einer wa8rigen Gallenlésung 
ist die indirekte Reaktion (d. h. also unter Alkoholzusatz) noch 
positiv, die direkte Reaktion fallt aber negativ aus. 

In diesem Falle tritt aber auch die direkte Reaktion noch 
auf, wenn man das Rohrchen wihrend langerer Zeit bei Labo- 
ratoriumstemperatur stehen laBt. 

c) Galle wurde mit Chloroform ausgeschiittelt, diese hier- 
auf auf dem Wasserbade eingedampft. Der Riickstand wurde 
in sehr stark verdiinnte NaOQH-Losung aufgenommen, dic Bili- 
rubinat-Lésung hiernach neutralisiert. Diese Losung gibt die 
indirekte, aber nicht die direkte Reaktion. 

d) Galle wurde bis trocken eingedampft. Der Riickstand 
in sehr verdiinnte NaOH-Lésung aufgenommen und diese 
neutralisiert. Die indirekte Reaktion ist positiv, die direkte 
negativ. 

e) Gaile wurde mit Chloroform ausgeschiittelt, dieser in 
vacuo bei Laboratoriumstemperatur eingedampft. Der Riick- 
stand wurde in sehr verdiinnte NaOH-Lésung aufgenommen, 
diese hierauf neutralisiert. Diese Lésung gibt sowohl die direkte 
als die indirekte Reaktion. 

Hiermit ist der EinfluB der Temperatur auf den Kuppelungs- 
prozeB mit Bestimmtheit nachgewiesen. 

Vergebens haben wir uns bemiiht, aus der Galle die- 
jenigen Substanzen auszuziehen, die den KuppelungsprozeB 
fordern kénnten. 

a) Galle wurde mit Chloroform ausgeschiittelt. Dem Bili- 
rubin haltenden Chloroform wurde mittels verdiinnter NaOQH- 
Lésung der Gallenfarbstoff vollkommen entzogen. Das farblose 
Chloroform wurde eingedampft. Ein Teil des Riickstandes 
wurde in Wasser gelést und einer neutralen Losung von Bili- 
rubinat hinzugefiigt. Direkte Reaktion negativ. 

b) In einem anderen Teil des unter a erwahnten Chloro- 
forms wurde Bilirubin gelést, hierauf wurde dieses Chloro- 
form mit der Diazoniumlésung geschiittelt. Direkte Reaktion 


negativ. 
c) Galle wurde mit Ather ausgezogen, der Ather in vacuo 
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verdampft. Der Riickstand in Wasser aufgenommen und einer 
neutralisierten Bilirubinatlésung zugesetzt. 

Direkte Reaktion negativ. 

Es ist uns also nicht gelungen, durch Ausziehen mit 
Chloroform oder Ather der Galle eine den Kuppelungsprozeb 
fordernde Substanz zu entziehen. 

Zusammenfassung der bis jetzt erwahnten Versuche: 

A. Eine Bilirubinatlésung gibt mit einer Diazonium- 
Lésung einen Azofarbstoff unter folgenden Bedingungen: 

1. Gegenwart von Methyl- oder Athylalkohol, 

2. Gegenwart von den Salzen einiger schwacher Siuren 
(z. B. Cholsiure und ihrer Derivate), 

3. Zusatz einer Spur Alkali zur Bilirubinat-Lésung. 

B. Die mit Wasser verdiinnte Galle gibt direkt einen 
Azofarbstoff bei Zusatz einer Diazoniumlésung. Sie kann diese 
Eigenschaft durch Erhitzung ganz oder zum Teil verlieren. 


Die Frage, ob der leichte Ikterus, der sich bei verschie- 
denen himolysierenden Prozessen — bei der pernizidsen Anamie, 
dem himolytischen Ikterus, bisweilen bei gewissen Infektions- 
krankheiten — vorfindet, mit dem gewohnlichen, mechanischen 
Stauungs- oder Obstruktionsikterus identisch oder von diesem 
prinzipiell verschieden sei, ist immer noch nicht gelést. In 
friiheren Mitteilungen haben wir auf die Wichtigkeit, auch in 
quantitativer Beziehung, und auf die allgemeine Bedeutung der 
anhepatischen Bilirubinbildung hingewiesen. Wir haben gezeigt. 
daB sich in haimorrhagischen Ergiissen groBe Mengen Gallen- 
farbstoff lokal aus dem Hiamoglobin bilden, und in einigen 
Fallen von pernizidser Animie, sowie bei der experimentellen 
Phenylhydrazinvergiftung der Hunde haben wir eine lokale, 
sei es geringe, Bilirubinbildung in der Milz nachgewiesen. 

Auch haben wir betont, daB der physiologisch hohe Bili- 
rubingehalt des Blutserums der Pferde kaum ungezwungen durch 
eine mechanische Stauung zu erkliren sei, 

Nach den im vorigen Teile dieser Abhandlung erwahnten 
Ergebnissen war es naheliegend, zu untersuchen, ob ein ver- 
schiedenes Verhalten des Blutserum-Bilirubins beim echten 
Stauungsikterus einerseits, andererseits bei den himolytischen 
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Anamien, den hiamorrhagischen Ergiissen, sowie beim normalen 
Pferde, nachweisbar sei. 

Die von uns erhaltenen Resultate sind unzweideutig: 

1. Serum beim Stauungsikterus. 

In allen Fallen von echtem Stauungsikterus, unabhangig 
von der Ursache der Stauung sowie von dem Grade des Ikterus, 
sobald die Haut oder die Schleimhiaute eine gelbe Farbe zeigen 
und Gallenpigmente durch die gewéhnlichen Reaktionen im 
Harn nachgewiesen werden kénnen, findet man die direkte 
Diazoreaktion im Blutserum positiv. Unter positiver Reaktion 
verstehen wir, da 1 Teil des Serums mit 1 oder 2 (oder mehr) 
Teilen destill. Wasser verdiinnt und mit ‘|, Volumen der Dia- 
zoniumlésung Ehrlichs zusammengebracht, sofort (in einigen 
bis héchstens 30 Sekunden) einen schénen und maximalen Um- 
schlag ins Rot ergeben. 

2. Serum bei himolytischen Zustinden. 

In diesen Fallen fanden wir ein ganz verschiedenes Ver- 
halten. Fiigt man die Diazoniumlésung zu dem mit 1 oder 
2 Teilen destill. Wasser verdiinnten Serum, so tritt entweder 
gar keine Reaktion ein (selten), oder (gew6hnlich) es findet zwar 
eine Reaktion statt, diese setzt aber erst nach einiger Zeit, 
2 oder 3 oder 4 Minuten oder noch spater, ein und erreicht 
nur allmahlich oder sogar iiberhaupt nicht (im Vergleich zur 
Reaktion mit Alkoholzusatz) die maximale Intensitaét. Wenn 
auch der Unterschied im Verhalten beider Serumarten sich 
hauptsiichlich auf den zeitlichen Ablauf bezieht, ist dieser so 
unzweideutig, da das verschiedene Verhalten beider Sera nicht 
zu verkennen ist. 

Es ist zweckmaBig, die untersuchten Fliissigkeiten einzeln 
zu besprechen: 

a) Pferdeserum. 

Mit zahlreichen aus dem Schlachthaus bezogenen Pferde- 
sera erhielten wir nur einmal eine direkte Reaktion. In allen 
anderen Fallen war dieselbe negativ. 

b) Serum von Patienten mit pernizidser Anamie. 


Das Serum enthalt im hamolytischen Stadium immer mehr 
Bilirubin als normales Serum. Hierbei fanden wir niemals eine 
direkte Reaktion. 


c) Serum von einem Patienten mit paroxysmaler 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 7 
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Himoglobinurie. Dieses Serum enthalt viel Bilirubin. Die 
direkte Reaktion ist absolut negativ. 

d) Punktionsfliissigkeiten aus blutigen Exsudaten. 

Die blutigen Ergiisse sind am geeignetsten zum Studium 
der Eigenschaften des anhepatisch gebildeten Bilirubins, weil 
die lokale Entstehung des Gallenfarbstoffes in diesen Fiillen 
unzweifelhaft feststeht. Leider enthalten solche Fliissigkeiten 
hiufig geléstes Himoglobin, dessen rote Farbe die Anstellung 
der Diazoreaktion aussichtslos erscheinen laBt. Einige Male 
begegnet man jedoch Punktaten, die vollstandig oder nahezu 
volistindig haimoglobinfrei sind und deren gelbe oder gelb- 
braune Farbe von lokal gebildetem Bilirubin, manchmal auch 
noch von Hamatin, herriihrt. In diesen Fallen ergab die direkte 
Diazoreaktion niemals ein positives Resultat. 

e) Besondere Aufmerksamkeit erfordert das Blutserum von 
Patienten mit Leberstauung infolge ungeniigender Herzwirkung. 
Bei Herzmuskelinsuffizienz, gleichgiltig durch welche primire 
Erkrankung (Klappenfehler, Emphysem, Schrumpfniere usw.) 
herbeigefiihrt, findet sich gewohnlich ein erhdhter Bilirubin- 
gehalt des Blutserums’). Die Haut solcher Patienten zeigt ein 
gelbliches Kolorit (haufig mit einer cyanotischen Farbe vermischt), 
der Harn enthalt Urobilin, jedoch keinen mit den gewohnlichen 
Reaktionen (Huppert-Salkowski) nachweisbaren Gallenfarb- 
stoff. Tritt eine Besserung in der Herzarbeit ein, so wird die 
Hautfarbe wieder normal, das Urobilin verschwindet aus dem 
Urin, der Bilirubingehalt des Blutserums geht herunter. Ver- 
schlimmert sich jedoch der Zustand des Herzens, so nimmt die 
Intensitat aller dieser Erscheinungen zu; es tritt jetzt gewohn- 
lich ein deutlicher Hautikterus ein, mit Hiniibertreten von 
Bilirubin in den Harn. Man kann also in gewissem Sinne zwei 
Stadien der Leberstauung unterscheiden, ein Anfangsstadium 
mit relativ wenig intensivem Ikterus ohne Bilirubinurie (acho- 
lurischer Ikterus), und ein zweites Stadium mit intensiverem 
Ikterus und mit Bilirubinurie. 

Bei der Untersuchung des Blutserums solcher Patienten 
fanden wir nun regelmaBig im ersten Stadium die direkte Re- 


1) In zwei Fallen von Kompensationsstérung bei Schrumpfniere 
vermiBten wir eine Steigerung des Bilirubinwertes im Blutserum. 
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aktion negativ, im zweiten Stadium (d. h. also bei Verschlim- 
merung der Herzinsuffizienz) positiv. 

Wir waren in der Lage, ein paarmal die Leber und die 
Gallenginge von Patienten, die an Herzschwiche mit ausge- 
sprochenem Ikterus und Bilirubinurie gestorben waren, zu 
untersuchen. Dabei fanden wir die Gallenginge durchgingig, 
die Galle selbst aber war zu einer dicken, zahen, wenig fliis- 
sigen und dunkelgefarbten Masse geworden. Man ist gewohnt, 
diesen Zustand Pleiochromie zu nennen, indem man den Reich- 
tum an Farbstoff solcher Galle zum Ausdruck bringen will. 
Diese Benennung scheint uns aber nicht gliicklich gewiahlt. 
Denn es ist nicht der Reichtum an Gallenfarbstoff, der die 
Galle zihe macht; wird doch durch einen hohen Bilirubingehalt 
die Viscositaét einer Lésung kaum vermehrt. Vielmehr ist es 
die Wasserarmut, die die viel Schleim enthaltende Fliissigkeit 
zihe und klebrig macht. Es ist nicht zu vergessen, daB die 
Leberzellen ebenso wie jede andere Driise, auGBer spezifischer 
Bestandteile, auch Wasser auszuscheiden zur Aufgabe haben. 
Beim Daniederliegen der Herzarbeit und daraus folgender Kreis- 
laufstauung muff, ebensowohl wie das fiir den Urin zutrifit, 
auch mit der Galle weniger Wasser wie in gesundem Zustande 
ausgeschieden werden. Folglich steigt die Viscositat; die Galle 
kann nicht geniigend schnell durch die Gallengainge hindurch- 
flieBen, und es tritt eine mechanische Gallenstauung ein, viel- 
leicht mit Bildung von Gallenthrombi im Sinne Eppingers. 
Jedenfalls resultiert ein echter, mechanischer Stauungsikterus, 
und es ist mit unseren Erfahrungen beim Ikterus durch Ver- 
legung der Gange aus anderen Ursachen in vollkommenem 
Kinklang, daB wir in diesem Stadium der Kreislauf- 
stérung die direkte Diazoreaktion im Serum positiv 
finden. 

Die Gelbsucht im ersten Stadium durch Herzinsuffizienz 
diirfte ganz anders zu erkliren sein. Es ist eine allgemeine 
Regel, daB die spezifischen Driisenelemente bei Stauung durch 
Kreislaufstérung beeintrichtigt werden. So z. B. biiBen bei 
Herzschwiache die Nierenepithelien ihre Fahigkeit, das Blut- 
eiweiB zuriickzuhalten, teilweise ein. Wir denken uns, dai 
bei Zirkulationsschwache auch die Leberzellen ihre Aufgabe, 
die ihnen zustrémende, innerhalb oder auBberhalb der Leber 


~* 


‘ 








Se ETS: 


Latuanpeigedttete ote 


AAS es aes 


Sees 
aT RMI eerste 


At hs Amst at intent tii | ar 9 nes 





100 A. A. Hymans v. d. Bergh u. P. Muller: 


gebildete Galle auszuscheiden, weniger vollkommen zu erfiillen 
vermogen. Vielleicht kommt noch dazu, daB bei Stauung durch 
Herzschwiche mehr rote Blutkérperchen zerstért werden und 
infolgedessen eine gréBere Menge Bilirubin gebildet wird als 
normal; der Bilirubinspiegel des Blutes wird also steigen. 

f) Als Gegenstiick zu diesem Zustande haben wir bei einigen 
Patienten im ersten Beginn eines Gallensteinanfalles einen er- 
hdhten Bilirubingehalt des Blutserums angetroffen, mit negativer 
direkter Reaktion. Im Lichte obiger Ausfiihrungen ist diese 
Beobachtung leicht zu erklaren. Wir betrachten die Vermeh- 
rung des Serumbilirubins im ersten Anfange des Gallenstein- 
anfalles nicht als die Folge einer Resorption in den Gallen- 
gingen, sondern als den Ausdruck einer durch den Anfall aus- 
gelésten Funktionsstérung der Leberzellen. Im weiteren Verlauf 
des Anfalles nimmt die Bilirubinaimie bald zu, und die Reaktion 


wird positiv. 


SchlieBlich haben wir uns gefragt, was die Ursache des 
verschiedenen Verhaltens der zwei Reihen von Sera sei, jener 
mit positiver und solcher mit negativer direkter Reaktion. Wir 
wollen wieder verschiedene Méglichkeiten in Betracht ziehen. 

1. Haufig enthalt das Stauungsikterus-Serum mehr Bili- 
rubin als dasjenige der in die zweite Gruppe gehdrenden 
Patienten. Man k6énnte also meinen, da die Menge des im 
Serum enthaltenen Bilirubins das Zustandekommen der Reaktion 
beeinflusse, und zwar so, daB die Reaktion stattfindet bei Gegen- 
wart einer gréBeren Menge Bilirubin und ausbleibe bei wenig 
Bilirubin. Es ist nicht schwer, diese Annahme zu widerlegen. 
Denn erstens kann man, wie schon friiher erwahnt, das Ikterus- 
serum so stark mit Wasser verdiinnen, daB die Farbe nur 
noch ganz schwach gelb ist, und noch immer tritt die direkte 
Reaktion schnell und sch6én ein. 

Zweitens aber waren wir haufig in der Lage, Sera von 
Pferden zu untersuchen, von Patienten mit Herzschwiche, von 
einem Patienten mit paroxysmaler Hamoglobinurie, mit hoherem 
Bilirubingehalt als das Serum zu gleicher Zeit untersuchter 
Falle von mechanischem Stauungsikterus. 

Ausnahmslos gab das Stauungsikterus-Serum mit niedrigem 
Bilirubinwert eine direkte Reaktion; im hamolytischen Ikterus- 
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serum mit hdherem Gallenfarbstoffgehalt war die Reaktion 
negativ. 

In folgender Tabelle geben wir einige Beispiele: 

Die Bestimmung der Bilirubinwerte geschah durch Ver- 
gleichung mit einer Bilirubinlésung von 1: 200000. Die Zahlen 
weisen also aus, wievielmal eine Fliissigkeit mehr Bilirubin 
enthalt als 1: 200000. 

Ein Serum mit dem Wert 0,5 enthalt also 1: 400000 
Bilirubin. Ein Serum mit dem Wert 2 enthalt 1: 100000. 
Eine Fliissigkeit mit dem Wert 9,8 enthalt etwa 1: 20000 usw. 


Sera von Patienten mit normalem oder niedrigem 
Bilirubinwerte. 


Biliru- Direkte Biliru- Direkte 
Krankheit — — Krankheit ~— “i —— 
Serums _ tion Serums tion 
Diabetes. . . . . . 0,25 Lungenemphysem 
ohne Kreislaufstérung 0,27 - 
Uleus ventriculi. . . 0,5 in _ 0,36 a 
Lungeninfiltrat . . . 0,45 ~~ e i 0,21 
Arteriosklerose . . . 0,52 — Klimakterische Be- 
schwerde ..... . 0,37 
Nierenschrumpfung . 0,3 — Porpurs ..... .05 
Neuralgie .... .0,2 — Geheilte Pneumonie . 0,17 


Sera von Patienten mit hohem Bilirubinwerte. 


Gallensteine nach dem 


Pernizidse Anamie . 1,5 i Coe oe oy a ee - 
‘a 1] — KatarrhalischerIkterus 1,0 + 

1,5 -— P = 5,0 + 

Leberzirrhose ... .1,0 = 


Punktionsfliissigkeiten und Pferdeserum. 


Hiimatokele . . . . 13,3 — Pferdeserum.... .0,6 
Pericarditis hamor- 
rhagica o! aS - ; 8.0 
Pleuritis hamor- 
rhagica') . . . . sehr hoch . 5,3 
Traumatischer Hamo- 
pneumothorax’). . . 9,8 — _ 2,6 
a 2,2 — 
‘“ 1,4 - 


1) Man hat versiumt, die Zah] im Protokoll aufzuzeichnen. 
*) Der Bilirubinwert des Blutserums dieses Patienten betrug 0,73. 
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2. Man kénnte meinen, das Bilirubin in der zweiten Gruppe 
ware an andere Korper (EiweiBstoffe, Lipoide usw.) ge- 
bunden, und es sei fiir das Zustandekommen der Kuppelung 
notwendig, da diese Verbindung vorher gelést werde. Beim 
Stauungsikterus wiirde nach dieser Auffassung das Bilirubin 
sofort in freiem Zustande ausgeschieden werden. In gutem 
Einklang mit dieser Annahme wire die Tatsache, daB bei der 
negativen direkten Reaktion, gewohnlich doch nach einiger Zeit 
eine Rotfairbung erfolgt. Durch die Einwirkung des Reagens 
wirde also zuerst die Bilirubinverbindung gesprengt werden, 
und erst jetzt koénnte die Kuppelung mit dem Diazokérper 
stattfinden. Es ist médglich, die Richtigkeit dieser Annahme 
zu prufen. 

Ein Serum, das eine direkte Reaktion erst nach 5 oder 
10 Minuten gab, wurde je mit a) Salzsiure, b) Sulfanilsiure, 
c) einem Gemisch beider Sauren, d) mit Salzsiure und Natrium- 
nitrit, e) Sulfanilsiure und Natriumnitrit versetzt. Nachdem 
diese Gemische 15 bis 30 Minuten gestanden hatten, wurde dice 
if Diazoreaktion angestellt. Sie fiel stets negativ aus. 
| 3. Es ware méglich, daB sich im Serum der Patienten der 
| 




















| Gruppe 2 hemmende Stoffe vorfainden, die die Reaktion z. B. 
durch Verankerung des Diazoniumk6rpers verhinderten. 

! Auch WeiB und Scoholm’) beobachteten bei ihren Unter- 
ii suchungen iiber die Wirkung von Diazoverbindungen auf Hi- 
it stidine solche Hemmungen. 

Wenn wir jedoch bei negativ reagierenden Sera eine 
groéBere Menge Reagens benutzten, erhielten wir keinen posi- 
tiven Ausschlag. 

4. Am wahrscheinlichsten erscheint uns endlich die An- 
nahme, daB dieselben Faktoren (Substanzen), die in der Galle 
das Zustandekommen einer direkten Reaktion erméglichen oder 
fordern, die gleiche Wirkung im Serum beim Stauungsikterus 
Ha entfalten, und daB diese Stoffe in den anderen Sera fehlen 
oder in sehr kleiner, zur Reaktion ungeniigender Menge ent- 
i halten sind. 

Es besteht zwar ein wichtiger Unterschied zwischen dem 
! chemisch reinen Bilirubin und dem in jenen Sera enthaltenen 
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1) Diese Zeitschr. 58, 119, 1914. 











Direkte und indirekte Diazoreaktion auf Bilirubin. 103 


Gallenfarbstoffe: reines Bilirubin gibt tiberhaupt keine direkte 
Reaktion, das Serum-Bilirubin gibt eine verspitete Reaktion. 

Ob dieser Unterschied auf die Gegenwart kleinster Mengen 
der hypothetischen, die Kuppelung férdernden Substanzen 
zurickgefiihrt werden darf, haben wir nicht entscheiden kénnen. 

Es sei hier an die friiher erwaihnte Tatsache erinnert, dab 
eine kurzdauernde Erhitzung der Galle eine verspitete und 
unvollstandige Reaktion erzeugt. 

Jedenfalls haben wir in der direkten Reaktion ein Ver- 
fahren gefunden, das uns befahigt, das in den Gallenwegen 
resorbierte Bilirubin von dem anhepatogen gebildeten bzw. dem 
infolge funktioneller Schadigung der Leberzellen im Blutserum 
kreisenden zu unterscheiden. 











Uber die Identitit oder Verschiedenheit gleichwirkender 
hamolytischer Antigene in einigen durch Verwandtschafts- 
reaktionen verbundenen Blutarten. 


Von 
J. ForBman. 
(Aus dem pathologischen Institut der Universitat Lund, Schweden.) 


(Hingegangen am 15. Juli 1916.) 


Die vom sowohl theoretischen wie praktischen Gesichts- 
punkte bedeutungsvollste Eigenschaft der Immunsera ist ihre 
Spezifizitat. 

Im Anfange der Serumforschung wurde sie bekanntlich 
als eine absolute aufgefaBt, spiter aber fand man, daB sie nur 
von quantitativer, relativer Art war. 

Beispiele, die diese Relativitat der Serumspezifizitat be- 
weisen, sind leicht anzufiihren; ich méchte indessen nur ein 
einziges Beispiel dafiir hier geben, ein Beispiel, das uns spi- 
ter beschaftigen wird, nimlich die Spezifizitatsverhaltnisse der- 
jenigen hammelhamolytischen Sera, die durch Hammelblut- 
injektionen erhalten werden. Solche Sera haimolysieren ja nicht 
nur Hammelblut, sondern auch Ziegen- und am 6ftesten auch 
Ochsenblut, sind also nicht absolut spezifisch dem Hammelblut 
gegeniiber, aber da sie Hammelblut stirker als die anderen 
Blutarten himolysieren, liegt doch eine relative, quantitative 
Spezifizitat vor. Will man dieselbe Sache anders ausdriicken, 
so kann man auch sagen, dab diese Sera Hammel-, Ziegen- und 
am 6ftesten auch Ochsenhimolysine enthalten, die erstgenann- 
ten in Menge den anderen Hamolysinen iiberlegen. 

Ganz dieselben Himolysine erhalt man aber auch durch 
Injektionen von anderen Blutarten, nimlich von Ziegen- und 
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Ochsenblut, und die Verschiedenheit zwischen den hamolytischen 
Sera in diesen drei Fallen besteht nur darin, daB nach Hammel- 
blutinjektionen, wie schon gesagt, die Hammelhamolysine, nach 
Ziegenblut die Ziegenbluthamolysine und nach Ochsenblut die 
Ochsenhimolysine iiber die anderen in demselben Serum be- 
findlichen Hamolysine iiberwiegen (Ausnahmen von dieser Regel 
sind doch bekannt). 

Wenn man demnach nicht von einer absoluten Spezifizitat 
der Immunsera reden kann, so behauptet man dagegen, daB 
eine solche Spezifizitat den in den Immunsera befindlichen 
verschiedenen Antikérpern ihren entsprechenden 
Receptoren gegeniiber oder -—- zufolge der Theorie von 
der Identitat der Receptoren und Antigene ihren ent- 
sprechenden Antigenen-Receptoren gegeniiber zukomme. 
Und das Vorkommen dieser Spezifizitat hat man durch die be- 
kannten elektiven Bindungsversuche zu erhirten versucht. 

Da nun eine solche absolute Spezifizitat zwischen Antigenen- 
Receptoren einerseits, ihren entsprechenden Antikérpern anderer- 
seits angenommen wird, folgt, daB, wenn dieselben Antikérper 
durch Injektionen verschiedener Substanzen — z. B. Hammel- 
hamolysin durch Injektion von sowohl Hammelblut wie von 
Ziegen- und Ochsenblut — hervorgerufen werden, dies nur so 
erklart werden kann, da diese Substanzen — hier Blutarten - 
ganz identische oder, wie die Anhinger der Ehrlichschen 
Theorie sagen, ,gemeinsame“ Antigene-Receptoren enthalten. 

Eine solche Antigen-Receptor-Gemeinschaft scheint auch 
in den oben gewahlten Beispielen, wo es sich um einander sehr 
nahestehende Tierspezies handelt, bei denen man ja Uberein- 
stimmung in bezug auf viele intime Eigenschaften voraussetzen 
muB, sehr plausibel. 

Ahnliche Beobachtungen, die in dieser Weise als Antigen- 
Receptor-Gemeinschaft aufgefaBt werden, kommen ja in groBer 
Menge in der Immunititswissenschaft vor, und da sie eben bei 
verwandten Tieren, ganz so wie in unseren Beispielen, gefun- 
den worden sind, haben sie die Benennung Verwandtschafts- 
reaktionen bekommen. 

Ganz speziell sind diese Verwandtschaftsreaktionen bei den 
pracipitierenden Sera studiert worden. Die dabei erzielten Er- 
gebnisse zeigen, daB bei Anwendung von hochwertigen praci- 
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pitierenden Sera Verwandtschaftsreaktionen in groBer Ausdeh- 
nung zu erhalten sind. Um ein Beispiel zu nehmen: Mit einem 
kraftigen Anti-Menschenserum geben alle méglichen Siugetier- 
sera ein, allerdings quantitativ wechselndes Pricipitat (,,Mam- 
malian reaction* Nuttall’). In bezug auf die quantitativen 
Verhiltnisse gilt die Regel, da je naher die Tiere dem 
homologen Tiere (hier dem Menschen) stehen, desto stirker ist 
die Verwandtschaftsreaktion und umgekehrt; keine groBen 
Springe treten also hierbei auf, alles bildet der Ver- 
wandtschaft entsprechend ein langsames Crescendo 
bzw. Diminuendo. 

Bei anderen Antisera sind nun allerdings die Verwandtschafts- 
reaktionen keineswegs ebenso stark ausgesprochen, wie bei den 
pracipitierenden; aber was hieriiber bei jenen Sera bekannt ist, 
stimmt doch mit dem oben betreffs dieser Sera Gesagten voll- 
stindig iiberein. 

Unter solchen Umstiinden schien es héchst auffallend, dab 
mehrere Forscher von Verwandtschaftsreaktionen zwischen Ham- 
meln, Meerschweinchen, Pferden, Katzen, Hiihnern, Schildkréten 
usw. unter Uberspringen von zwischenstehenden Arten reden 
konnten. Dazu hat das Verhalten derjenigen hammelhimo- 
tischen Sera Veranlassung gegeben, die durch Injektionen bei 
Kaninchen von Organen der oben aufgezihliten Tiere erhalten 
wurden. Diese Hammelhimolysine werden ja naémlich sowohl 
von Hammelblutkérperchen wie von den genannten Organen 
spezifisch gebunden, und es war eben diese Bindung, die als 
Verwandtschaftsreaktion gedeutet wurde. Dabei wurde aber 
ganz iibersehen, daB eine solche Bezeichnung hier vollstaindig 
sozusagen mit der Idee der Verwandtschaftsreaktionen im Wider- 
spruch steht. Denn es muB doch jedem offenbar sein, dab die 
Verwandtschaft in diesem Falle keine Rolle spielt, wo es sich 
um Tiere handelt, die in der Tierreihe weit voneinander stehen 
und wo die zwischenstehenden, ihnen nahe verwandten Arten 
die Reaktion gar nicht geben. 

Schon in meiner ersten Arbeit?) tiber die durch Meer- 
schweinchenorganinjektionen erhaltenen hammelhaimolytischen 


1) Nuttall, Brit. Med. Journ. 1, 826, 1902. 
*) ForBman, diese Zeitschr. 37, 111. 
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Sera habe ich aus den oben angefiihrten Griinden davon Ab- 
stand genommen, diese Reaktionen als Verwandtschaftsreaktionen 
aufzufassen, und spiter hat auch Friedberger dieselbe Mei- 
nung geduBert. Trotzdem halten noch mehrere Forscher an 
der entgegengesetzten Auffassung fest, und hiervon ausgehend 
haben sie sich auch bemiiht, die Identitat der Hammelhimolysin- 
Receptoren-Antigene in Hammelblut und Meerschweinchen- oder 
Pferdeorganen aufzuweisen. Dabei gaben Doerr und Pick?) 
an, gefunden zu haben, daB sowohl die hammelhimolytischen 
Xeceptoren der Pferdenieren wie auch ein Teil der entsprechen- 
den Receptoren der Hammelblutkérperchen koktostabil waren, 
und Sachs und Nathan’) sahen, daB gekochtes Hammelblut 
auch in der Beziehung mit Meerschweinchen- (oder Pferde-) 
nieren iibereinstimmte, daB es nach Injektion kein Ochsen- 
hamolysin, sondern nur Hammel- und Ziegenhimolysin zu er- 
zeugen vermochte. Mit diesen Befunden glaubte man Beweise 
fiir die Identitat (Gemeinsamkeit) der undiskutierten Receptoren- 
Antigene geliefert zu haben und damit auch fiir die Auffassung 
der Bindung als Verwandtschaftsreaktionen. 

Gegen diese Beweisfiihrung wurden aber gleich Einwinde 
erhoben. Schon in meiner oben zitierten Abhandlung hatte ich 
erwiesen, daS8 Injektionen von Meerschweinchenorganen bei 
Meerschweinchen keine Bildung von Hammelhimolysinen zur 
Folge hatten, was spiter von allen Seiten bestatigt worden ist; 
und da nun Weil’), Friedberger-Schiff*), Schiff*) und 
ForBman-Fex*) zeigen konnten, daB gekochtes Hammelblut 
dagegen auch bei Meerschweinchen ausgiebige Hammelhamolysin- 
produktion erzeugte, so war damit bewiesen, daB die hammel- 
himolytischen Receptoren-Antigene in gekochtem Hammelblut 
und in Meerschweinchen-(Pferde-)organen trotz ihrer tber- 
einstimmenden Bindungsverhaltnisse dem Hammel- 
hamolysin gegeniiber nicht identisch, sondern ver- 
schieden waren. 


1) Doerr und Pick, diese Zeitschr. 50, 154 bis 156. 

?) Sachs und Nathan, Zeitschr. f. Imm.-Forschg. 19. 

3) E. Weil, diese Zeitschr. 58. 

‘) Friedberger und Schiff, Berl. klin. Wochenschr. 1913, 232x. 
5) Schiff, Zeitschr. f. Imm.-Forschg. 19. 

6) ForBman und Fex, diese Zeitschr. 61. 
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Wir sehen also, wie spezifische Bindung eines Antikérpers 
(hier eines Hammelhimolysins) an beweislich verschiedenen 
Receptoren-Antigenen vorkommen kann, und _hieraus 
geht hervor, erstens, daB die spezifische Bindung 
eines Antikérpers an mehrere verschiedene Kérper, 
z. B. Zellarten, nicht als sicherer Beweis fiir die Iden- 
titat der dabei wirksamen Receptoren gelten kann 
und zweitens, daB der Bindung allein, deren Wesen wir 
ja gar nicht kennen, keine solche Bedeutung fiir die 
Aufstellung vonVerwandtschaftsreaktionen zugemessen 
werden darf, wie man es im allgemeinen tut, sondern daB 
hierfiir auch andere Umstande beriicksichtigt werden 
miissen. 

Nach diesen Feststellungen war es naheliegend, noch weiter 
zu gehen und zu fragen: beruhen denn diejenigen Verwandt- 
schaftsreaktionen, die von allen Seiten wirklich als 
solehe anerkannt werden und als deren Beispiele wir die 
Bindung zwischen Hammelhamolysin einerseits und Hammel-, 
Ziegen- und Ochsenblut andererseits anfiihrten, auf Vorhan- 
densein von identischen Receptoren oder sind még- 
licherweise auch diese Receptoren voneinander ver- 
schieden? 

Einen Beitrag zur Diskussion dieser bedeutungsvollen Frage 
werde ich im Folgenden geben. 

Beim Ausfihren der hierfiir nétigen Untersuchungen habe 
ich mich betrefis der Identitét der Receptoren und Antigene 
auf den Ehrlichschen Standpunkt versetzt, demgemaB ja 
Receptor und Antigen nur verschiedene Namen, verschiedene 
Seiten derselben Sache, derselben Seitenkette sind. Es ist 
demnach ganz gleichgiiltig, ob man die Receptorfunktion oder 
die Antigenfunktion einer Substanz priift, denn was betrefis 
des Receptors gefunden worden ist, gilt auch fiir das Antigen, 
und umgekehrt. Ich habe hierbei vorgezogen, die antigenen 
anstatt der bindenden Eigenschaften zu priifen, und dies, trotz- 
dem es vielleicht einfacher wire, das Vorkommen der bindenden 
(Receptoren) Eigenschaften festzustellen; aber aus _ eigener 
Erfahrung weif ich, wie schwierig es manchmal sein kann, 
unter Forschern Einigung iiber bindende Eigenschaften zu be- 
wirken, wahrend iiber das Vorkommen oder Nichtyorkom 
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men antigener Eigenschaften bei Korpern kaum gestritten 
worden ist. 

Die unmittelbare Anregung zu der folgenden Untersuchung 
gab mir die schon erwahnte Mitteilung von Sachs und Nathan, 
da8 Hammelblut durch Kochen seine Eigenschaft, Ochsenhimo- 
lysin als Nebenhaimolysin bei Injektion hervorzurufen, verliert, 
oder mit anderen Worten, da das ochsenhamolytische 
Antige. in Hammelblut durch diese Behandlung aufgehoben 
wird. 

Dies war mir sehr bemerkenswert im Vergleich mit dem, 
was Bang und ich’) in einer Arbeit aus dem Jahre 1906 ge- 
funden hatten, daB namlich das Kochen keine Einwirkung auf 
das in Ochsenblut befindliche ochsenhimolytische 
Antigen ausiibte. Es ist allerdings wahr, daB Sachs und 
Nathan langere Zeit (eine Stunde) die zuerst wasserhiimoly- 
sierten Blutkérperchen kochten, wahrend Bang und ich die 
Blutkérperchen oder die Stromata nur 3 Minuten kochten. 
Man koénnte deshalb vermuten, daB auch wir beim Ochsenblut 
dasselbe Ergebnis wie Sachs und Nathan beim Hammelblut 
erhalten hatten, wenn wir nur ebensolange kochen wiirden. 
Ein Durchpriifen dieser Verhiltnisse schien mir angezeigt, 
nicht nur um zu sehen, wie sich die ochsenhamolytischen 
Antigene in Ochsen- und Hammelblut in Parallelversuchen 
verhielten, sondern auch, wie schon angedeutet ist, wegen 
der Moglichkeit, hierdurch neue Gesichtspunkte in bezug au! 
die oben diskutierten Verwandtschaftsreaktionen zu erhalten. 
Hammel- und Ochsenblut enthalten ja aber nicht nur Antigen 
fiir Hammel- und Ochsenhimolysin, sondern auch ziegenhiimo- 
lytisches Antigen, und da diese drei Blutarten unter sich durch 
Verwandtschaftsreaktionen verbunden sind, war es_ selbstver- 
standlich, daB8 ich meine Untersuchung dahin erweiterte, dab 
sie alle in diesen Blutarten befindlichen himolytischen Antigene 
umfassen wiirde. 

Die Immunisierungsversuche sind alle bei Kaninchen ausgefiihrt. 
Jeder, der mit Himolysindarstellung in gréBerem MaBstabe gearbeitet 
hat, weiB, wie groBe quantitative Verschiedenheiten in bezug auf 
Hamolysinproduktion verschiedene Exemplare einer Tierart darbieten; 


1) Bang und ForBman: Unters. iiber Himolysinbildung. Bei- 
triage z. chem. Physiol. u. Pathol. 8. 

















110 J. ForBman: 


aber man sieht auch qualitative Unterschiede auftreten. So findet 
man z. B. dann und wann Kaninchen, die nach Hammelblutinjektionen 
allerdings Hammel- und Ziegenhimolysin, aber kein oder beinahe kein 
Ochsenhimolysin produzieren. Ahnliche UnregelmiBigkeiten kommen 
vielleicht vor in noch nicht geahnter Ausbreitung, denn systematische 
Untersuchungen itiber die Entwickelung von Nebenhaimolysin sind meines 
Wissens noch nicht ausgefiihrt. Um nun nicht durch solche Unregel- 
miaBigkeiten irregefiihrt zu werden, habe ich immer, wie aus den 
folgenden Ergebnissen iibrigens hervorgeht, mehrere Tiere in ganz der- 
selben Weise und mit ganz demselben Injektionsmaterial injiziert und 
habe mich bemiiht, hochwertige Sera zu bekommen, in der Hoffnung, 
daB unter solchen Umstinden auch alle vorkommenden Nebenhimolysine 
sich deutlich zeigen wiirden. 

Alle Serumauswertungen sind mit bei 55° +/, Stunde inaktivierten 
Sera vorgenommen, wobei 0,1 ccm frisches Meerschweinchenserum als 
Komplement diente und 5°/, Blutaufschwemmungen in 0,8°/, NaCl- 
Lésung benutzt wurde. Selbstverstaéndlich wurde nur solches Meer- 
schweinchenserum als Komplement genommen, das in Dosis von 0,1 ccm 
allein keine Himolyse bewirkte. 

Die in den Tabellen angegebenen Serummengen sind immer die 
minimalen Dosen fiir komplette Himolyse. Wo gar keine Himolyse 
vorkommt, ist dies angegeben, nebst der héchsten Dosis, bei der die 
Priifung mit solchem Resultate vorgenommen ist (siehe z. B. Tabelle 4 
unter Ochsenblut). 

Nach diesen versuchstechnischen Bemerkungen lasse ich 
nun die Ergebnisse der Immunisierungsversuche folgen. 

A, Immunisierungen mit Hammelblut oder Stromata. 

I. Immunisierungen mit normalen, unveranderten Hammel- 
blutkérperchen oder deren Stromata. 

Die hierdurch erhaltenen Sera kénnen als die normalen, 
gewohnlichen hammelhimolytischen Sera betrachtet werden, 
und es ist selbstverstindlich notwendig, den Gehalt dieser Sera 
an Nebenhaimolysinen und deren Variationen genau zu kennen, 
bevor man die eventuellen, durch Kunstgriffe hervorgerufenen 
Modifikationen beurteilen kann. 

Wie Tabelle I zeigt, habe ich acht solche Sera ausgewertet. 
Es wurde ihre himolytische Wirkung folgenden Blutsorten gegen- 
iiber geprift, namlich Hammel-, Ziegen-, Ochsen-, Schweine-, 
Pferde- und Meerschweinchenblut (bei den Versuchen mit Meer- 
schweinchenblut wurde Kaninchenkomplement benutzt, da Meer- 
schweinchenkomplement gegen Meerschweinchenblut wenig wirk- 
sam ist). Betreffs der dabei erhaltenen Resultate mit den drei 
letztgenannten Blutsorten méchte ich bemerken, da& die Sera 
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in Dosis von 0,1 cem Meerschweinchenblut gar nicht lésten, 
daB Schweineblut nur spurweise von der genannten Dosis 
haimolysiert wurde und daB allerdings eins dieser Sera Pferde- 
blut bis in Dosis von 0,005 cem léste. Die anderen aber be- 
wirkten keine kraftigere Losung des Pferdeblutes als Kaninchen- 
sera von normalen, unbehandelten Tieren, wo man nicht allzu 
selten sieht, daB 0,03 ccm eine vollstandige Himolyse gibt. 
Diesen drei Blutarten gegeniiber verhalten sich demnach hammel- 
haimolytische, durch Hammelblutinjektionen erzeugte Sera in 
der Weise, daB sie entweder gar keine Himolyse bewirken, 
oder wenn Himolyse wie bei Pferdeblut vorkommt, dies eine 
unregelmaBige und wenig ausgesprochene Erscheinung ist. Des- 
halb habe ich nicht nétig gefunden, diese Blutsorten in meiner 
Tabelle aufzunehmen, und habe auch davon abgesehen, meine 
iibrigen hammelhimolytischen Sera den genannten Blutsorten 
gegeniiber zu prifen. Die spiteren Serumauswertungen sind 
also nur betreffs Hammel-, Ziegen- und Ochsenblut ausgefiihrt, 
welche Blutsorten, wie lingst bekannt, regelmaiBig oder fast 
regelmaBig (Ochsenblut) durch die hammelhamolytischen Sera 
aufgelést werden. 


Tabelle I. 








Vollstiindige Haimolyse von 
Serum- | Hammel-| Ziegen- | Ochsen- 
nummer blut blut blut 
Se a are _eem | __ecem ecm 
1 0,0005 0,003 0,1 
52 0,0005 nicht gepriift 0,007 
I wd t 53 | 0,0003 ” n 0.003 
mmunisierung mit normalen, un- | =4 | 9 oo93 0.003 0.03 
verinderten Blutkérperchen oder 55 1 0.0005 0.003 02 
Stromata. 561 0.0001 | 0,00038 0,005 
58 | 0,0003 0,003 0,03 
60 | 0,002 0,003 0,03 





Aus dieser Tabelle sieht man, daB zwischen Hammel- und 
Ziegenhamolysin dieser Sera ein Verhiltnis besteht, das, ob- 
gleich nicht konstant, doch nicht sehr variabel ist, was iibrigens 
auch aus den folgenden Tabellen II, III und ganz besonders 
aus der Ubersichtstabelle IV erhellt. Die hammelhimolytische 
Serumdosis verhalt sich zu der ziegenhimolytischen wie 1 
zu 1,5 bis zu 10. Im Gegenteil ist der Gehalt des Ochsen- 
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haimolysins erheblichen Schwankungen unterworfen, ja sie k6nnen 
in seltenen Fallen noch gréBer sein, als es hier scheint; so habe 
ich z. B. einmal ein hammelhimolytisches, durch Injektion von 
normalen Hammelblutkérperchen erhaltenes, frisches Serum ge- 
habt, das selbst in Dosis von 0,2 ccm gar nicht Ochsenblut 
aufléste, trotzdem 0,0003 ccm davon komplette Hamolyse von 
Hammelblut bewirkte. 

II. Immunisierungen mit gekochten (100°) Hammelblut- 
kérperchen oder Stromata. 

Wie erwahnt, haben Sachs und Nathan gekochtes Hammel- 
blut injiziert und danach hammelhimolytische Sera bekommen, 
die neben Hammelhamolysin auch Ziegenhimolysin, aber kein 
Ochsenhamolysin enthielten, woraus sie folgern, daB durch das 
Kochen das ochsenhimolytische Antigen der Hammelblutkor- 
perchen ganz wegfallt. Sieht man indessen das Beweismaterial, 
das die genannten Verfasser ') vorgefiihrt haben, ein wenig naher 
an, so ist es doch nicht vollkommen entscheidend. Von ihren 
4 Sera léste nimlich das Antiserum I Hammelblut nur in 
Dosis von 0,025 cem, Antiserum II und III nur in 0,005 ccm 
und Antiserum IV in 0,0025 ccm; sie waren demnach alle 
geringwertige Sera. 

Wenn man nun beriicksichtigt, daB die Priifungen Ochsen- 
blut gegeniiber mit héchstens 0,1 ccm vorgenommen sind und 
daB, wie meine obige Tabelle zeigt, selbst ganz hochwertige Sera 
bisweilen wenig Ochsenhimolysin (siehe meine Sera 1,55 und auch 
54,58) enthalten, so kann man sich kaum vor dem Verdacht 
wahren, daB bei ein wenig hochwertigeren Sera dieser Kate- 
gorie doch Ochsenhimolysine vorkommen, und dieser Verdacht 
wird verstirkt, wenn man die Verhiltnisse bei den entsprechen- 
den ziegenhimolytischen Sera durchmustert, so wie sie unten 
(Tabelle V) dargelegt sind. 

Es war, um diesen Einwurf zu widerlegen oder dessen 
Richtigkeit zu beweisen, als ich einige Immunisierungen mit 
gekochten Hammelstromata unternahm. 

Die Stromata?) wurden in 0,8°/,iger NaCl-Lésung aufge- 


1) Sachs und Nathan, Zeitschr. f. Imm.-Forschg. 19, 241. 

®) Stromata wurden durch Wasserhimolyse der Blutkérperchen, 
Ausfillen durch Zusatz von geringen Mengen Essigsiure und Abzentri- 
fugieren bereitet. 
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schwemmt und */, Stunde gekocht; 4 Tiere wurden wiederholt 
intravenés injiziert, und alle gaben hammelhimolytische Sera, 
die gar kein Ochsenhimolysin enthielten, nur drei von den Sera 
waren aber hochwertig genug, um hier als Beweismaterial an- 
gefiihrt werden zu kénnen. 


Tabelle II. 





‘Vollstandige Hamolyse von 

Serum- | Hammel- _ Ziegen- | Ochsen- 
nummer blut blut | blut 

ecm com ecm 
77 | 0,001 0,005 | keine 0,2 
133 | 0,00003 0,0001 » 0,2 
154 | 0,0001 | 0,0002 , » 02 








Immunisierung mit '/, Stunde ge- 
kochten Hammelstromata. 


Besonders Sera 133 und 134 sind so hochwertig, wie man 
es bei hamolytischen Sera iiberhaupt sieht, und hiermit ist 
also die Angabe von Sachs und Nathan betreffs der Zer- 
stérung des ochsenhimolytischen Antigens in Hammelblut- 
kérperchen bzw. Stromata durch Kochen bestiitigt. 

Das Verhialtnis zwischen Hammel- und Ziegenhimolysin 
ist hier ungefaihr dasselbe wie in den Sera aus Tabelle I, und 
hierin hat also das Kochen keine Anderung bewirkt. 

Da es indessen gelingt, in dieser Weise das eine Antigen 
durch Kochen von dem andern wegzuschneiden, liegt es nahe, 
zu versuchen, ob es vielleicht nicht mdglich ware, durch noch 
héhere Temperaturen auch die beiden anderen hamolytischen 
Antigene voneinander zu trennen, und in dieser Absicht habe 
ich folgende Versuche angestellt. 

III. Immunisierungen mit in 0,8°/,iger NaCl-Lésung auf- 
geschwemmten, teils bei 110°, teils bei 120° 7/, Stunde auto- 
klavierten Hammelstromata. 

Von 4 Kaninchen wurden je 2 mit den bei den verschie- 
denen, oben genannten Temperaturen autoklavierten Stromata 
mehrmals intravenés injiziert; ihre Sera verhielten sich nach 
beendigter Behandlung, wie die folgende Tabelle ausweist. 

Wie ersichtlich, bleibt trotz der angewandten hohen Tem- 
peraturen das Verhialtnis zwischen Hammel- und Ziegenhamo- 
lysin unverandert. 


Ich versuchte dann das Ziel dadurch zu erreichen, daB ich 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 8 














J. ForBman: 


Tabelle III. 





Vollstandige Hamolyse von 
Serum- |Hammel- Ziegen- | Ochsen- 
nummer{| blut | blut | blut 
eem | ccm 





Immunisierung mit bei 110° auto- 4 8 0,005 | keine 0,2 

klavierten Stromata \ 12 | 0,0007 0,003 | » 0,2 
Immunisierung mit bei 120° auto- 131 0,001 0,005 § » 0,2 
klavierten Stromata 132 | 0,0003 0,002 | » 0,2 





die Stromata zuerst in 0,8°/,iger NaCl-Lésung aufschwemmte 
und dann so viel NaOH zugab, daB eine ®/,,.-NaOH entstand. 
Diese Fliissigkeit wurde 1 Stunde bei 100° gekocht. Das hier- 
mit injizierte Tier gab ein Serum (Nr. 21), das Hammelblut in 
Dosis von 0,001 ccm und Ziegenblut in 0,005 com komplett 
himolysierte; also wieder die gewohnliche Relation zwischen 
Hammel- und Ziegenhamolysin. 

Da ich dann in einigen Versuchen so viel NaOH beigab, 
daB ®/,,-NaOH entstand und diese Fliissigkeit wie oben 1 Stunde 
bei 100° kochte, so wurden beide Antigene vernichtet und also 
weder Hammel- noch Ziegenhimolysin bei den mit den so be- 
handelten Stromata injizierten Kaninchen erhalten. 


Tabelle IV. 





Vollstiindige Hamolyse von 
Ochsen- 
blut 
ecm 


Serum- bah 
‘ Hammel-| Ziegen- 


nummer blut 
ecm 


| 
| 


1} 0,0005 0,1 
52] 0,0005  nichtgepriift} 0,007 


ae . 53] 0,0003 »  » 0,003 
Immunisierungen mit normalen un- 541 0,0003 | 0,003 | 003 


veranderten Blutkérperchen oder 55] 0,0005 0,003 02 


Stromata 56} 0,0001 — 0,0003 | 0,005 

58] 0,0003 | 0,003 0,08 

60} 0,002 0,003 0,03 
7 sank 77] 0,001 | 0,005 | keine 0,2 
eae cy oe 8 me tle es ge J 139 0.00003  0,0001 le 
ee eee 134] 0,0001 | 0,0002 
Immunisierungen mit bei 110° 8} 0,001 | 0,005 
1/, Stunde autoklavierten Stromata \ 12] 0,0007 | 0,003 
Immunisierungen mit bei 120° s131} 0,001 | 0,005 
1/, Stunde autoklavierten Stromata \132] 0,0003 0,002 
Immunisierungen mit Stromata in | 
21 





®/907NaOH eine Stunde bei 100° 


0,001 | 0,005 
gekocht 
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Um die Ubersicht iiber die oben angefiihrten Versuche zu 
erleichtern, glaube ich, daB es vorteilhaft ist, sie alle in der vor- 
stehenden Tabelle [IV zusammenzustellen. 

B. Uber eine andere Kategorie hammelhimolytischer Anti- 
gene mochte ich in diesem Zusammenhang einige Bemerkungen 
beifiigen, namlich tiber diejenigen, die sich in den Organen 
gewisser Tiere, z. B. Meerschweinchen, Pferde, Katzen usw., be- 
finden und durch deren Injektion man hammelhamolytische Sera 
erzeugen kann. 

Diese Antigene und Sera sind schon anfangs diskutiert, und 
ich moéchte deshalb auf die oben vorkommenden Auseinander- 
setzungen hieriiber hinweisen. 

In bezug auf die Thermoresistenz dieser Antigene haben 
Doerr und Pick’) gefunden, daB sie koktostabil sind. 

Ich habe nun Meerschweinchenorgane mit Warme und 
Alkali ganz so behandelt, wie es vorher betrefis der Hammel- 
stromata geschildert worden ist, in der Hoffnung, hammelhimo- 
lytische vom ziegenhimolytischen Antigen trennen zu kénnen. 
Es zeigte sich, daB die Organantigene sich vollkommen so 
verhielten gegeniiber Wirme und Alkali, wie die entsprechenden 
Hammelblutantigene, und daB es also hierdurch nicht gelingt, 
eine Trennung zwischen hammel- und ziegenhimolytischem 
Antigen zu bewirken. 

Da die hierhergehérigen Serumauswertungen nichts Neues 
ergeben, verzichte ich darauf, sie wiederzugeben. 

C. Immunisierungen mit Ziegenblutkirperchen oder deren Stromata. 

Unter Anwendung von Ziegenblut bzw. Ziegenstromata sind 
nun die meisten von denjenigen Versuchen wiederholt, die vor- 
her mit Hammelblut oder Stromata vorgenommen waren und 
iiber die oben berichtet worden ist. Die nach jenen Versuchen 
erhaltenen Sera sind ausgewertet und die Resultate in der 
folgenden Ubersichtstabelle zusammengestellt. 

Aus der folgenden Tabelle V sieht man erstens, da diese 
durch Ziegenblutinjektionen erzeugten ziegenhamolytischen Sera 
im allgemeinen Hammelblut starker lésen als ihr homologes Blut, 
das Ziegenblut; in Serum 124 geht dies so weit, daB dies Serum 
Ziegenblut gegeniiber 2000wertig, Hammelblut gegenuber un- 


1) Doerr und Pick, diese Zeitschr. 50, 152. 
Q* 
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Tabelle V. 





Serum- Ziegen- | Hammel-| Ochsen- 
nummer blut blut blut 


ccm ccm ccm 











| 
Immunisierung mit normalen unver- { 6} 0,0003 | 0,0001 | 0,001 
anderten Blutkérperchen 10} 0,0003 0,0001 | 0,008 
Immunisierung mit */, Stunde ge- 123] 0,0006 | 0,0005 | 0,02 
kochten Stromata 124] 0.0005 0,00007 0,02 
Immunisierung mit bei 110° */, Std. { 13] 0,001 0,003 0,05 
autoklavierten Stromata 126] 0,0005 0,0001 0,01 
Immunisierung mit bei 120° 4/, Std. { 14] 0,005 °| 0,005 |keine 0,02 
autoklavierten Stromata 125] 0,002 0,001 Spur 0,2 


Immunisierung mit bei 134° 1/, Std. 
pire <n, tage lg { 22] 0,0005 | 0,001  |nicntgepratt 











gefahr 14300wertig ist, und unter den drei Ausnahmen von 
dieser Regel (Sera 13, 14, 22) ist es eigentlich nur Serum 13, 
das bedeutend (dreimal) starker ziegenhimolytisch als hammel- 
hamolytisch ist; zweitens, daB Sera 6 und 10, die von 
Kaninchen stammen, die unveranderte Blutkérperchen bekom- 
men haben, beide nicht ganz unbedeutende Mengen Ochsen- 
hamolysin enthalten; drittens, daB es auch nicht hier gelingt 
durch Warme (bis 134°) hammel- und ziegenhimolytisches 
Antigen zu trennen, was ja vollkommen mit den Ergebnissen 
iibereinstimmt, die wir bei den parallelen Priifungen des Ham- 
melblutes und der Meerschweinchenorgane erhielten; und vier- 
tens, daB das ochsenhimolytische Antigen Warme gegeniiber 
sich von dem gleichwirkenden Antigen in Hammelblut unter- 
scheidet, indem es sowohl Kochen wie 110° Autoklavieren 
1/, Stunde aushialt; doch wird es hierdurch ein wenig abge- 
schwacht, erst bei 120° wird es zerstért. 

D. Immunisierungen mit Ochsenblutkirperchen oder deren 
Stromata. 

Die mit dieser Blutart vorgenommenen Immunisierungen 
sind, wie die folgende Tabelle VI zeigt, Parallelversuche zu den 
vorigen Hammel- und Ziegenblutimmunisierungen. 

Wenn wir nun die Tabelle iiberblicken, sehen wir gleich, 
daB das ochsenhimolytische Antigen des Ochsenblutes im 
Gegensatz zum gleichwirkenden Antigen des Hammelblutes 
durch Warme (bis 120°) nicht zerstért wird. Es scheint, als 
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Tabelle VI. 








Vollstandige Hamolyse von 


Serum- | Ochsen- | Hammel- Ziegen- 
nummer blut | blut blut 


ccm | ccm ccm — 








I lelactas it le 0,002 | 0,005 _ nichtgepriift 
mmunisierung mit normalen unver- 0,0005 | 0,0007 0,005 


anderten Ochsenblutkérperchen oder 0.001 | 0,008 0.003 


Stromata 0,0003 | 0,003 0,001 
0,007 0,1 0,06 
Immunisierung mit */, Stunde ge- 0,001 0,02 0,02 
kochten Stromata , 0,007 0,02 0,05 
0,0005 | 0,01 nicht gepriift 
Immunisierung mit */, Stunde bei 41‘ 0,0001 | 0,07 0,1 
110° autoklavierten Stromata ‘ 0,001 | 01 Spur 0,2 
Immunisierung mit */, Stunde bei , 0,001 0,005 0,04 
120° autoklavierten Stromata 1127} 0,001 | 0,1 0,2 





ob eine solche Erhitzung es fast gar nicht schidigte. Sehen 
wir doch z. B., daB Serum 120 einen fiir ochsenhimolytisches 
Serum so hohen Titer wie 0,0001 hat! 


In bezug auf das Verhiltnis zwischen Ochsenhimolysin- 
und Hammelhimolysingehalt in den durch Immunisierung mit 
normalen, unveranderten Blutkérperchen oder Stromata erhal- 
tenen Sera lehren uns die Auswertungen der hierhergehérigen 
Sera 50, 7, 11 und 19, daB in den drei ersten die Relation 
nur zwischen 1: 1,4 und 1: 3 schwankt, wahrend sie in Serum 19 
1:10 erreicht. 


Untersuchen wir nun, wie das hammelhaimolytische Antigen 
des Ochsenblutes Wirme gegeniiber sich verhalt, so ergibt 
sich, daB von denjenigen Sera, die durch Immunisierung mit 
gekochtem Materiale erzeugt worden sind, nur zwei — die 
Sera 75 und 122 — in kleinerer Dosis als 0,02 ccm zusammen 
mit 0,1 com Meerschweinchenkomplement 1 ccm 5°/, Hammel- 
blut vollstandig auflésten; alle die iibrigen Sera lésten nur 
in dieser oder noch héherer Dosis das Hammelblut auf. Da 
der Gehalt von Hammelhimolysin in normalen Kaninchen- 
sera zuweilen so hoch sein kann, daB die Sera eben in 
der genannten Dosis von 0,02 ccm zusammen mit Meer- 
schweinchenkomplement die obenerwihnte Hammelblutmenge 
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himolysieren'), und da bei einem und demselben Kanin- 
chen der normale Hammelhamolysingehalt ohne  jegliche 
Eingriffe binnen kurzer Zeit so wechseln kann, daB, wie 
ich gesehen habe, das von ungefahr 2,5wertige Serum in 
12 Tagen 20wertig wurde, um dann in noch einem Monat 
nach seinem ersten niedrigen Niveau herunterzugehen, so 
liegt bei 0,02 cem die Grenze, oberhalb der man am besten 
nur von normalen, spontanen Variationen reden soll, und 
erst wenn kleinere Hamolysinziffern, d. h. gréBerer Hamoly- 
singehalt gefunden werden, kann man sicher sein, daB eine 
auBerhalb der spontanen Variationen liegende Neubildung von 
Hammelhamolysin vorkommt. 

Nach diesen Auseinandersetzungen ist es klar, daB die 
Sera 9, 10, 20, 120, 121 und 127 nicht mehr Hammelhamo- 
lysin als normale Kaninchensera enthalten und daB also die 
Stromatainjektionen bei den serumspendenden Kaninchen keine 
Hammelhamolysin erzeugende Wirkung entfaltet haben, woraus 
weiter folgt, daB das hammelhimolytische Antigen, das in den 
Stromata vor dem Erwirmen sich befand, durch das Erwairmen 
verloren gegangen ist. 

Nur in den beiden Sera 75 und 122 sehen wir als Folge 
der Stromatainjektionen eine Neubildung von Hammelhamo- 
lysinen, die iiber die Grenze der normalen Variationen geht. 
Betreffs dieser Sera méchte ich doch darauf aufmerksam machen, 
daB die Neubildung in beiden Sera ganz gering ist. In dem 
Serum 122, wo sie am starksten ist, iibertrifft sie nur viermal 
das starkste normal-hammelhimolytische Kaninchenserum — 
dessen Titer Hammelblut gegeniiber 0,02 ccm ist, wie schon 
oben erwaéhnt worden ist — und das Serum 75 ist nur 
doppelt stairker als ein solches Normalserum. Ahnliche 
winzige Steigerungen brauchen indessen nicht unbedingt als 
Folgen von Antigenzufuhr aufgefaBt zu werden, sie kon- 
nen auch nach nicht spezifischen Injektionen vorkommen. 
So haben, um einige Beispiele auf Antikérperproduktion 
nach unspezifischen Injektionen anzufiihren, Salomonsen 


‘) Friiher (diese Zeitschr. 37) habe ich 0,05 ccm als die Minimal- 
dosis angegeben, spater habe ich, wie auch Friedberger gesehen, da8 
sie zuweilen bis zu 0,02 ccm heruntergehen kann. 
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und Madsen’) in einem oft zitierten Versuche gesehen, 
wie nach Injektion von Pilocarpin bei einem  diphtheri- 
immunisierten Pferde die Antitoxinkonzentration des Blutes 
stieg, und Madsen und Tallqvist*) haben nach Pyrogallol- 
und Pyrodininjektionen sowohl bei gegen Vibriolysin und 
Staphylolysin immunisierten wie bei normalen Tieren (Ziegen 
und Kaninchen) eine zuweilen nicht ganz unerhebliche Steige- 
rung des Antilysingehaltes in den Sera der so behandelten 
Tiere beobachtet. 


DaB hier der Hammelhimolysintiter des Serums 122 auch 
tatsichlich als eine solche Hiimolysinsteigerung ohne Antigen- 
zufuhr ist, geht iibrigens aus den folgenden Umstiinden hervor. 
Die vier Tiere 120, 121, 122 und 127 (siehe Tab. VI) waren 
alle gleich schwere, kriftige Tiere; sie wurden gleichzeitig be- 
handelt. Als Injektionsmaterial wurde eine groBe Stromaauf- 
schwemmung in 0,8°/, NaCl-Lésung bereitet und von dieser die 
eine Halfte eine halbe Stunde bei 110°, die andere Halfte 
ebensolange bei 120° gekocht; beide wurden dann steril im 
Eisschranke aufbewahrt. Von der bei 110° gekochten Stroma- 
aufschwemmung erhielten die Tiere 120 und 121 in dreitagigen 
Intervallen je 6 Injektionen von je 4 ccm intravenés, und in 
vollkommen derselben Weise wurden die Tiere 122 und 127 
mit den bei 120° gekochten Stromata behandelt; am 6. Tage 
nach der letzten Injektion wurden dann die Blutproben ge- 
nommen, deren Auswertung wir in Tab. VI sehen. 


Hatten nun wirklich die hier benutzten Stromata neben 
ochsenhimolytischem auch hammelhimolytisches Antigen ent- 
halten, so wire nicht nur beim Tier 122, sondern zweifelsohne 
auch bei den iibrigen drei Tieren, die sich alle (aber ganz be- 
sonders das Tier 120) als gute Himolysinbildner (von Ochsen- 
haimolysin) erwiesen, Hammelhimolysin entstanden. Da dies 
nicht der Fall war, kann es kaum anders gedeutet werden, als 
daB das hammelhimolytische Antigen durch die Erhitzung ver- 


1) Salomonsen et Madsen: Bull. de l’Acad. Roy. d. Sciences et 
d. Lettres de Danmark 1896. 

*) Madsen und Tallqvist: Uber die Einwirkung einiger Gifte auf 
die Antikérperbildung (Pyrodin, Pyrogallol). Zeitschr. f. Imm. Forsch. 2. 
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nichtet worden war und daB die Steigerung des Hammelhimo- 
lysintiters als eine Steigerung ohne Antigenzufubr aufgefabt 
werden muB. Auch beim Serum 75 ist das Verhialtnis dasselbe. 
Vor der Immunisierung léste das Serum dieses Tieres in Dosis 
von 0,2 cem Ochsenblut gar nicht, Hammelblut dagegen voll- 
stindig in Dosis von 0,03 ccm. Nach drei Injektionen von je 
6 ccm, einer bei 100°, gekochten Stromaaufschwemmung war 
der Titer des Serums Ochsenblut gegeniiber 0,002 ccm, fiir 
Hammelblut 0,01 ccm, und nach noch zwei Injektionen mit 
derselben Stromaaufschwemmung stieg der Ochsenhamolysintiter 
bis 0,0005 ccm, wahrend der Hammelhiamolysintiter unveran- 
dert blieb. Hatten die Stromata hammelhimolytisches Antigen 
enthalten, so ware auch sicher das Hammelhimolysin zusam- 
men mit dem Ochsenhaimolysin héher gestiegen. 

Nach alledem kénnen wir aus diesen Immunisie- 
rungen mit Ochsenblut in bezug auf das hammelhamo- 
lytische Antigen folgern, daB dies im Ochsenblut im 
Gegensatzzum hammelhimolytischen Antigen in Ham- 
melblut koktolabil ist. 

Wie in allen vorigen Versuchen gehen auch hier Hammel- 
und Ziegenhimolysine parallel, und die entsprechenden Antigene 
verhalten sich also ganz gleich. 

Den oben angefiihrten Immunisierungsergebnissen mit Ham- 
mel-, Ziegen- und Ochsenblut gem&B enthalten alle diese Blut- 
arten himolytische Antigene, die sich Hitze gegeniiber folgen- 
dermaBen verhalten: Das hammelhamolytische Antigen 
ist in Hammel- und Ziegenblut thermostabil (von 120° 
bis 134° gepriift), in Ochsenblut dagegen thermolabil (schon 
bei 100°); und wie das hammelhaimolytische reagiert 
auch das ziegenhimolytische Antigen fiir Hitze; das 
ochsenhamolytische Antigen ist in Ochsenblut thermo- 
stabil (bei 120°), in Hammelblut, wie schon Sachs und 
Nathan nachgewiesen haben, dagegen thermolabil; in 
Ziegenblut wird dies Antigen durch Kochen, bis 110° 
allerdings abgeschwiacht, nicht aber zerstért, erst bei 
120° 1/, St. lang wird es vernichtet. DaB es sich so in 
Ziegenblut verhalt, kann entweder so verstanden werden, daB das 
Antigen durch Hitze allmahlich denaturiert wird oder so, daB 
es aus zwei Bestandteilen, einem bei 100° thermolabilen und 
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einem mehr thermostabilen, aber doch bei 120° zerstérbaren 
besteht. Wie dem auch sei, so enthalt also Ziegenblut 
ein ochsenhamolytisches Antigen, das thermoresi- 
stenter als das gleichwirkende Antigen in Hammel- 
blut, aber weniger resistent als dasjenige in Ochsen- 
blut ist. 

Hier méchte ich nun bemerken, daB diese meine Unter- 
suchungen nur dariiber Auskunft geben, ob die genannten Blut- 
arten bei 100°, 110° oder 120° resistente himolytische Antigene 
enthalten oder nicht. Ob eine Blutart, z.B. Hammelblut, neben 
dem hammelhimolytischen Antigen, das 120° aushalt, noch ein 
oder mehrere thermolabile hammelhamolytische Antigene ent- 
halt, darauf geben meine Immunisierungen keine Antwort. Wenn 
wir das Beispiel von Hammelblut festhalten wollen, so haben 
ja Doerr und Pick, wie schon oben erwahnt worden ist, an- 
gegeben, dafi in diesem Blute sowohl thermostabiles wie thermo- 
labiles hammelhimolytisches Antigen vorkommt; ob dies richtig 
ist, scheint mir doch durch die von den genannten Autoren 


vorgefiihrten Beweise héchst zweifelhaft. (Darauf werde ich 


in einer spiteren Arbeit zuriickkommen.) 

Was sagen uns diese Ergebnisse betreffs der Identitat oder 
vielmehr der Verschiedenheit der gleichwirkenden Antigene- 
Receptoren in den drei Blutarten? 

Da man sieht, daB sowohl das hammelhamolytische und 
das ziegenhimolytische, wie das ochsenhimolytische Antigen, 
je nachdem sie im Hammel- bzw. Ziegen- oder Ochsenblut vor- 
kommen, sich Hitze gegeniiber verschieden verhalten, so ist 
dies Ereignis kaum anders aufzufassen denn als ein Zeichen, 
daB diese Antigene, trotzdem sie gleichwirkende Antikérper 
erzeugen, doch verschieden sind. Hiergegen kann man viel- 
leicht einwenden, daB diese Verhaltnisse méglicherweise auch 
so erklirt werden kénnen, daB die verschiedene chemische Zu- 
sammensetzung der genannten Blutkérperchen es mit sich bringt, 
daB eine und dieselbe Substanz hier durch Hitze nicht beschadigt, 
da aber vernichtet werde. Wenn man indessen die groBe Resi- 
stenz beriicksichtigt, die nach diesen Untersuchungen z. B. das 
hammelhamolytische Antigen in Hammelblut besitzt, wo ja dies 
Antigen nicht nur bei 120°, sondern zudem in alkalischer Lé- 
sung ohne (merkbaren) Schaden gekocht werden kann, wird 
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eine solche Deutung beinahe unméglich. Denn um die Iden- 
titat des hammelhimolytischen Antigens in Hammelblut und 
Ochsenblut behaupten zu kénnen, muBte man nimlich vor- 
aussetzen, nicht nur daB die Ochsenblutkérperchen oder deren 
Stromata im Gegensatz zu den Hammelblutkérperchen so de- 
struierende Substanzen bes&Ben, daB sie ein derart wiederstands- 
fahiges Antigen zerstérten, sondern auch daB diese Substanzen 
spezifisch waren, denn auf das ebenda befindliche ochsenhimo- 
lytische Antigen iiben sie offenbar keine Einwirkung aus, trotz- 
dem das letztgenannte Antigen im Hammelblut sich als ther- 
mostabil erwiesen hat. 

Ich habe doch noch versucht, experimentell zu priifen, ob 
die chemische Zusammensetzung der verschiedenen Blutkérper eine 
solche Einwirkung auf die darin befindlichen Antigene ausiibten, 
daB hierdurch die verschiedene Thermoresistenz erklirt werden 
kénnte. Enthielten wirklich z. B. die Ochsenstromata Substanzen, 
die das hammelhimolytische Antigen der Hammelstromata beim 
Kochen zerstérten, so wire es mdglich, daB, wenn man grobe 
Mengen Ochsenstromata zusammen mit kleinen Mengen Ham- 
melstromata kochte, die supponierten schadlichen Substanzen 
der Ochsenstromata das hammelhimolytische Antigen der Ham- 
melstromata vernichteten oder wenigstens schidigten. Hierfiir 
wurden Ochsenstromata und Hammelstromata im Verhaltnis 
3:1 gemischt, */, Stunde gekocht und dann 8 ccm dieser Mi- 
schung 3mal in 6tagigen Intervallen intravenés injiziert. So 
behandelte Kaninchen lieferten aber ebenso kraftige hammel- 
himolytische Sera wie diejenigen Kaninchen, bei denen gleich- 
zeitig mit den anderen Tieren 3mal 2 ccm von derselben un- 
vermischten Hammelstromata-Aufschwemmung, die fiir die Mi- 
schung mit Ochsenstromata angewandt wurde, injiziert worden 
waren. Das hammelhimolytische Antigen der Hammelstromata 
blieb also, trotzdem es zusammen mit Ochsenstromata gekocht 
worden war, unbeschadigt. Es ist allerdings einleuchtend, daB 
gegen die Beweiskraft dieser Versuche Einspriiche erhoben wer- 
den kénnen, aber es scheint mir doch, daB sie zusammen mit 
den eben hervorgehobenen Uberlegungen bestimmt dafiir sprechen, 
daB die gleichwirkenden Antigene dieser Blutkoérper- 
chen, sofern die Antigene von ungleicher Thermoresi- 
stenz sind, verschieden sind. 
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Im Anfange dieser Arbeit wurde die Frage gestellt, ob 
diejenigen Verwandtschaftsreaktionen, die von allen Seiten wirk- 
lich als solche anerkannt werden, und als deren Beispiele wir 
die Bindung zwischen Hammelhamolysin einerseits und Ham- 
mel-, Ziegen- und Ochsenblut andererseits anfiihren kénnen., 
auf Vorhandensein von identischen Receptoren beruhen, oder 
ob moglicherweise diese Receptoren voneinander verschieden 
sind? Um diese Frage beantworten zu kénnen, miissen noch 
weitere Untersuchungen ausgefiihrt werden. Meine Ergebnisse 
zeigen zwar, daB verschiedene, gleichwirkende Antigene in den 
genannten Blutarten vorkommen, ob die Blutkérperchen aber 
zudem auch identische gleichwirkende Antigene enthalten, von 
denen dann die Verwandtschaftsreaktionen abhangen, dariiber 
geben meine Versuche keine Auskunft. 

SchlieBlich méchte ich die hauptsichlichen Ergebnisse 
meiner Arbeit zusammenfassen: 

Bei Untersuchung von den in Hammel-, Ziegen- 
und Ochsenblut befindlichen hamolytischen Antigenen 
hat sich erwiesen, daB das hammelhamolytische und 
das ziegenhamolytische Antigen in Hammel- und 
Ziegenblut 120° */, Stunde gut vertragen, in Ochsen- 
blut dagegen thermolabil (bei 100°) sind; da®B das 
ochsenhaémolytische Antigen in Ochsenblut bei 120° 
innerhalb */, Stunde nicht vernichtet wird, in Ziegen- 
blut bei 120° wihrend */, Stunde, aber nicht bei 110° 
‘/, Stunde lang zerstért wird, wihrend es in Hammel- 
blut nicht einmal 100° */, Stunde wiederstehen kann; 
da8 das hammel- und das ziegenhamolytische Antigen 
in Meerschweinchenorganen sich ebenso verhalten, wie 
die gleichwirkenden Antigene in Hammelblut; und daB& 
die gleichwirkenden Antigene, die von ungleicher 
Thermoresistenz sind, in diesen Blutarten verschie- 
den sind. 

DaB hier das Erwirmen des Injektionsmateriales uns einen 
Weg gedffnet hat, um gréBere Spezifizitat der Antisera zu er- 
reichen, folgt auch aus dem obenstehenden. 
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Il. Uber die Reizwirkung des Lecithins auf die 
Fermentbildung. 


Von 


Martin Jacoby. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in 
Berlin.) 


(Hingegangen am 18. Juli 1916.) 


Wenn man ein vollstandiges Bild von der Vergiftbarkeit 
der Zellen und ihrer funktionellen Bestandteile gewinnen will 
so darf man sich nicht damit begniigen, die schidlichen Ein- 
fliisse zu studieren, also die Reaktionen kennen zu lernen, die 
die Funktionen herabmindern. Man mu8 auch die Reizsub- 
stanzen in Betracht ziehen und sehen, wie sie auf die einzelnen 
Zellfunktionen einwirken. Es wiederholt sich eben hier in der 
Zelltoxikologie, was aus der Toxikologie der Gewebe uns ge- 
laufig ist, daB eine wissenschaftliche Grenze zwischen Toxi- 
kologie und Pharmakologie nicht besteht. Das kommt auch 
darin zum Ausdruck, daB unter Umstanden dieselbe Substanz 
je nach der Dosis lahmend oder reizend einwirken kann. 

Substanzen, die die von uns zur Priifung benutzten Wirkungen 
verstarken, haben wir mehrfach in friiheren Mitteilungen kennen 
gelernt. Ich erinnere an die Aminosauren, die die Wirkung 
der Soja-Urease verstirken, ferner an die verschiedenen Be- 
standteile des Serums, die auf die harnstoffspaltenden Bak- 


1) I. und II. s. diese Zeitschr. 76, 275 u. 321, 1916. 
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terien so wirken, daB die Mikroorganismen mehr Harnstoff 
spalten. In der vorliegenden Mitteilung soll die Reizwirkung 
von Lipoiden beschrieben werden. Ich fand die zu_berich- 
tenden Tatsachen bei Gelegenheit einer anderen noch nicht 
abgeschlossenen Beobachtungsreihe. Das Interesse der Befunde 
scheint mir darin begriindet, da8 wir hier einen klaren Fall 
vor uns haben, der die Fruchtbarkeit des in friiheren Mit- 
teilungen aufgestellten Schemas zeigt. Es wird sich namlich 
zeigen, daB das Lecithin nur auf die Fermentbildung, nicht aber 
auf das fertige Ferment verstirkend einwirkt. 

Ohne spiteren Beobachtungen und theoretischen Betrach- 
tungen vorgreifen zu wollen, méchte ich hier doch schon kurz 
folgendes anfiihren. Wahrend wir bei den eigentlichen Ferment- 
giften, da dort verhaltnismaBig einfache Verhiltnisse vorliegen, 
bestimmte Vorstellungen iiber die Art der Giftwirkung ent- 
wickeln konnten, mu8ten wir uns bei den Fermentbildungs- 
giften zunichst mit der Beschreibung der Tatsachen begnigen. 
Die dritte Gruppe, die Gruppe der Strukturgifte, endlich haben 
wir nur zur Vervollstaindigung des Systems angefiihrt und uns 
begniigt, einige Beobachtungen mitzuteilen. Nun ist es selbst- 
verstandlich, daB in der Natur die Grenzen nicht so starr sein 
werden, wie sie sich im System ausnehmen. Wenn wir sehen, 
daB das Lecithin die Fermentbildung verstarkt, so schlieBt das 
nicht aus, daB es zugleich fiir die Erhaltung der Struktur von 
Bedeutung ist. Lecithin kénnte direkt nur auf die Lipoid- 
membran der Zelle einwirken, und in dieser Membran kénnte 
der Ausgangspunkt der Fermentbildung zu suchen sein. Ich 
habe mir diese Auffassung nicht ausschlieBlich aus allgemeinen 
Vorstellungen iiber die Zellfunktionen gebildet, sondern kniipfe 
damit direkt an die bedeutsamen Darlegungen Warburgs’) an, 
daB die Zelloxydationen durch Reaktionen beeinfluBt werden, 
die sich lediglich an der Oberflaiche der Zellen abspielen, ohne 
daB die reagierende Substanz in das Innere der Zelle einzu- 
dringen braucht. 

DaB Lipoidstoffe Fermentbildung hervorrufen kénnen, hat 
auf Grund ganz anderer Erwigungen bereits J. Bang’) an- 


1) Ergebnisse der Physiologie 14, 330, 1913. 
*) Chemie und Biochemie der Lipoide. Wiesbaden, Bergmann, 1911. 
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genommen. Nach Bang sind alte Versuche von Schmidt am 
besten auf diesem Wege zu erkliren. Spritzt man Tieren 
Lipoide subcutan ein, so findet man das Maximum des Ge- 
rinnungsfermentes im Blute erst am folgenden Tage. Das sei 
hier angefiihrt, ohne daB ich sicher bin, ob diese Dinge etwas 
mit unseren Beobachtungen zu tun haben. Neuerdings wird ja 
sogar von einzelnen Autoren die Existenz eines Gerinnungs- 
fermentes angezweifelt. 

Nach einer Angabe von Zlataroff?) steigert Lecithin die 
Wachstumsintensitaét von Pflanzen. Dort sind auch noch andere 
biologisch interessante Notizen tiber das Lecithin zusammen- 
gestellt. 

Endlich muB ich bemerken, daB es mir nur méglich war, 
mit dem reinsten Lecithin-Handelspriparat die Versuche zu 
machen. Sollte es mir spaiter méglich sein, die Versuche mit 
Lecithin in der Darstellung nach Erlandsen zu wiederholen, 
so werde ich untersuchen, ob damit die Resultate bestatigt 
werden. Alle biologischen Lecithinfragen werden erst tibersehen 
werden kénnen, wenn das Lecithin chemisch besser bekannt 
sein wird. Fiir unsere Probleme geniigt es vorlaufig, daB die 
lipoide Substanz, die als Lecithin zu so zahlreichen Versuchen 
gedient hat, wirksam ist, wihrend Cholesterin unwirksam ist. 


Versuchsbeispiele. 


A. Einwirkung von Cholesterin und Lecithin auf die Harn- 
stofispaltung durch Bakterien. 


I. Es werden gemischt 20 cem Harnstofflésung (2°/,) 10 ecm 
Wasser mit 


1. 0,05 g Cholesterin, 

2. 0,05 g Lecithin (1 ccm einer 5°/,igen filtrierten Losung 
von Lecithin ,Agfa‘ in Methylalkohol), 

3. 1 ccm Methylalkohol. 

Dann wird iiberall 0,5 cem Bouillonkultur der Harnstoff 
spaltenden Bakterien zugefiigt. 

Es wird Ammoniak abgespalten: 

1. 46,0 und 47,2 ccm, 


1) Diese Zeitschr. 75, 200, 1916. 
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2. 84.6 und 88.0 ccm, 
3. 49.8 und 53.8 ccm. 


Il. Es werden gemischt 20 ccm Harnstofflésung (2°,,) 
10 com Wasser mit 
1. 1 cem Lecithinlésung = 0,1 g Lecithin, 
2. 0,5 ccm Lecithinlésung 0,05 g Lecithin + 0,5 cem 
Methylalkohol, 
3. 0,2 Lecithinlésung = 0,02 Lecithin + 0,8 cem Methyl- 
alkohol, 
4. 1,0 ccm Methylalkohel. 
Dann iiberall 0,5 cem Kultur. 
Es wird Ammoniak abgespalten: 
72,4 ccm, 
2. 83,1 ccm, 
3. 73,1 ccm, 
. 47,5 com. 
. Einwirkung von Lecithin auf die Soja-Urease. 
. Es werden gemischt 1 ccm Toluol, 20 ccm Harnstoff- 
lésung (2°/,) mit 
1. 1 cem Lecithinlésung == 0,1 g Lecithin, 
2. 0,2 cem Lecithinlésung 0,02 g Lecithin -- 0,8 cem 
Methylalkohol, 
3. 1,0 cem Methylalkohol. 
Dann wird iiberall 10 ccm Ureaselésung (0,3°/,) hinzu- 
gefiigt. 


Ergebnis: 

. 63,2 und 64,4 ccm, 
2. 66,0 und 66,9 cem, 
3. 61,1 ccm. 

. Dieselbe Anordnung: 
. 62,8 und 63,1 ccm, 
2. 66,4 und 67,0 cem, 
3. 66,5 und 68,1 cem. 


Zusammenfassung. 


Die Harnstoffspaltung durch Bakterien wird nicht durch 
Cholesterin, wohl aber durch Lecithin ,Agfa“ verstirkt, wih- 
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rend die Harnstoffspaltung durch Soja-Urease nicht entsprechend 
gesteigert wird. 

Im Zusammenhang mit meinen friiheren Versuchen und 
Darlegungen ware das Lecithin als ein Reizstoff fiir die Bildung 
des Ferments, aber nicht als ein Reizstoff fiir das Ferment 
aufzufassen. Wahrscheinlich besteht der Fermentbildungsreiz in 
einer Einwirkung auf die Zellmembran. 




















Uber die Oxydation von Alkohol durch die Leber von 
an Alkohol gewoéhnten und nicht gewohnten Tieren. 
Von 
Julius Hirsch. 

(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 

(Hingegangen am 18. Juli 1916.) 

Mit 1 Figur im Text. 


Auf Grund seiner Untersuchungen iiber Alkoholtoleranz 
kommt J. Pringsheim’) zu dem Schlusse, daB ,,die Gewohnung 
an Alkohol wenigstens zu einem erheblichen Teile auf einer 
schnelleren Oxydation des Giftes durch den Organismus be- 
ruht“. Diese im Tierexperimente gewonnenen Resultate be- 
statigt Sch weisheimer’) durch Versuche, die er an Nichttrinkern 
und Potatoren vornahm. Pringsheim weist darauf hin, daB 
die Verbrennung wahrscheinlich am starksten in der Leber 
stattfindet, da nach vorausgegangener Fiitterung mit Alkohol 
sich im Vergleiche zu den anderen Organen in der Leber der 
geringste Alkoholgehalt fand, sowohl bei Tieren, die an Alkohol 
gewohnt waren, wie auch bei nicht gewohnten Tieren. 

Die Fragestellung meiner Untersuchungen kniipft an die 
Resultate Pringsheims an. Es sollte gepriift werden, ob sich 
in den Organen normaler Tiere ein Alkohol zerstérendes Ferment 
findet, und ob die Wirksamkeit dieses Fermentes in den Organen 
von Tieren, die an Alkohol gewéhnt sind, gesteigert ist. Die 
Versuche sind zugleich eine Fortsetzung der Arbeit von Rudolf 
A. P. Rosenfeld’), der im Laboratorium von Herrn Professor 


1) J. Pringsheim, diese Zeitschr. 12, 143, 1908. 

2) W. Schweisheimer, Deutsch. Archiv f. klin. Med. 109, Heft 5 
bis 4, S. 271, 1913. 

5) Rudolf A. P. Rosenfeld, Zeitschr. f. Immunitatsf. u. experim. 
Therapie 21, Heft 1 bis 5, S. 228, 1914. 
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M. Jacoby die Spezifitit der Alkoholgew6hnung untersucht 
hatte. 

Aus der Literatur ist nur die Arbeit von Battelli und 
Stern’) tiber die Alkoholoxydase in den Tiergeweben zu er- 
wihnen. Danach wird von den verschiedenen Tiergeweben 
etwas Alkohol zerstort, am meisten von der Pferdeleber. Die 
Alkoholzerstérung wurde untersucht durch Bestimmung der 
absorbierten Sauerstoffmenge und durch Alkoholbestimmung 
nach Nicloux. Im einzelnen sind die Resultate nicht leicht 
zu beurteilen, da die angefiihrten Zahlen Durchschnittswerte 
darstellen. Es scheint, daB die Werte lediglich mit Hilfe der 
Sauerstoffbestimmung berechnet wurden. So ist wohl auch die 
Angabe zu verstehen: ,Bei der Berechnung der oxydierten 
Alkoholmenge wurde angenommen, da8 der Alkohol zu Essig- 
siure oxydiert worden war.“ 

Uber die Alkoholzerstérung durch die Organe gewéhnter 
Tiere finden sich bei Battelli und Stern keine Versuchsproto- 
kolle, sondern nur die folgende kurze Angabe: ,,Wir haben an 
Hunden eine Reihe von Versuchen ausgefiihrt. Die Tiere er- 
hielten wahrend einer Periode von 7 bis 45 Tagen taglich 2 bis 
3eccm Alkohol pro 1 Kilo K6rpergewicht. Nach der letzten 
Alkoholingestion wurde 1 bis 3 Tage gewartet und dann das 
Tier durch Verbluten getétet. In keinem einz‘gen Falle haben 
wir eine Steigerung der alkoholoxydierenden Fahigkeit der Ge- 
webe konstatiert.“ Anscheinend sind auch diese Resultate aus 
Messungen des Sauerstoffverbrauches berechnet worden. Von 
einer GewOhnung kann man bei den Versuchen eigentlich nicht 
reden, da nur die gleichen niedrigen Giftdosen langere Zeit 
dargereicht wurden, aber eine Steigerung der Dosen nicht stattfand. 

Meine eigenen Versuche wurden an Kaninchen ausgefiihrt. 
Es wurde untersucht, inwieweit der Leberbrei von normalen 
und von an Alkohol gew6hnten Tieren Alkohol zum Verschwin- 
den bringt. 

Zur Methode. 

Ebenso wie Pringsheim benutzte ich das Verfahren von 

Cotte”), wodurch ich die Menge des vom Organbrei zerstérten 


1) F. Battelli u. L. Stern, diese Zeitschr. 28, 145, 1910. 
*) Cotte, Bestimmung des Alkohols. Referat in der Chem. Ztg. 
254. 
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Alkohols direkt feststellen konnte, indem ich die Menge des 
nicht zerstérten Alkobols analysierte. 

Das Prinzip des Cotteschen Verfahrens beruht darauf, 
daB der aus dem Organbrei destillierte Alkohol durch einen Teil 
einer bekannten Kaliumbichromatlésung bei 100° und Anwesen- 
heit einiger Kubikzentimeter konz. Schwefelsiure oxydiert wird; 
der iberschiissige Rest der Kaliumbichromat]ésung wird mit einer 
Ferroammoniumsulfatlésung zuriicktitriert, wobei der Endwert 
durch Tipfelprobe mit Ferricyankalium (Blaufirbung) ermittelt 
wird. Aus der Menge des reduzierten Kaliumbichromats wird 
der durch Destillation gewonnene Alkohol berechnet. Im ein- 
zelnen gestaltete sich die Analyse folgendermaBen: 


Destillation des nichtzerstérten Alkohols aus dem Organbrei. 


In einem groBen Wasserbade (a), dessen Temperatur durch 
eine Thermostatvorrichtung auf 55° gehalten wird, werden fiir 
zwei zu gleicher Zeit vorzunehmende Analysen zwei langhalsige 


Rundkolben (b) von einem Liter Fassungsvermégen zur Auf- 


nahme des zu destillierenden Gemenges angebracht. Jeder Kolben 
ist mit einem durchbohrten Gummistopfen (c) verschlossen, 
durch den das Endstiick eines retortenférmigen Aufsatzes (d) 
ragt, der seinerseits an eine 80 cm lange Leitungsréhre (e) an- 
geschlossen ist, die das Destillat durch einen Kiihler (f) fiibrt. 
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Um beim Arbeiten im Vakuum ein Uberspritzen des stark schiu- 
menden Gemenges zu verhiiten, ist am Endstiick des Aufsatzes (d) eine 
mit einem schmalen Spalt versehene Glaskugel (g) angebracht, die frei 
in dem Kolbenhalse hingt und in ihrem Inneren noch ein kleines 
Roéhrchen tragt, das seinerseits wieder mit einem Querbalkchen versehen 
ist. Dieses kleine Glaslabyrinth ist so konstruiert, daB die sich dort 
etwa kondensierende Fliissigkeit frei in den Kolben zuriicktropfen kann. 

Vom ersten schrig aufgestellten Kihler (f) aus ist die 
Leitungsrohre (e) durch einen dicken Gummistopfen (h) durch- 
gefiihrt, der genau auf eine weithalsige, dickwandige Pulver- 
flasche (i) paBt, in der sich eine abgemessene Menge "/,,-Kalium- 
bichromatlésung und einige Kubikzentimeter konz. Schwefelsaure 
(1 ccm H,SO, auf 5 ccm Kaliumbichromatlésung) befinden, so daB 
das Destillat direkt in die spater zu reduzierende Fliissigkeit 
(Teil 2 der Analyse) einflieBen kann. Die Pulverflasche steht zum 
Zwecke einer ausgiebigeren Kondensation in einem GefiBe mit 
Kaltemischung (k). Durch den doppelt durchbohrten Gummi- 
stopfen (h) der Pulverflasche (i) fiihrt sodann eine zweite senk- 
recht aufgestellte Rohre (i), die ebenfalls von einem Kiihler (m) 
umgeben ist, um etwaige mitgerissene Dimpfe noch zu konden- 
sieren. Als weitere VorsichtsmaBregel ist mittels eines Schlauches 
(n) als zweite Vorlage eine mit destilliertem Wasser gefiillte 
Waschflasche (0) angeschaltet, an die sich dann ein Manometer 
(p) und die Wasserstrahlpumpe anschlieBt. Am Schlauche (n) 
ist noch ein Dreiwegehahn (r) eingeschaltet, durch dessen Quetsch- 
klemme nach beendeter Destillation Luft in das Leitungssystem 
gelassen werden kann. Die doppelt angelegte Apparatur er- 
mdglicht die Vornahme zweier Analysen unter nahezu gleichen 
Bedingungen, was — wie weiter unten ausgefiihrt wird — un- 
bedingt notwendig war. Beim Destillieren wurde zunichst die 
Luft bis zum Verdiinnungsmaximum evakuiert, dann wurde der 
Thermostat bis auf 55° langsam erwirmt. 


Reduktion des Kaliumbichromats durch den iiberdestillierten 
Alkohol, 

Nach beendeter Destillation (Organbreie werden bis nahezu 
zur Trockenheit destilliert) wird durch den Quetschhahn Luft 
in das System gelassen und der Inhalt der zweiten Vorlage 
(Waschflasche) in die mit Kaliumbichromat gefiillte Pulver- 
flasche gegossen, die mit einem eingeschliffenen Glasstépsel ge- 
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schlossen zur Reduktion des Kaliumbichromats eine Stunde 
lang in ein siedendes Wasserbad gestellt wird. 

Um beim Erhitzen eine Lockerung des Stépsels zu vermeiden, wird 
derselbe noch durch eine starke Eisenblechklammer festgehalten. 


Bestimmung des nichtreduzierten Kaliumbichromats durch 
Titration. 


Nachdem die Pulverflasche auf Zimmertemperatur abgekiihlt 
ist, wird aus einer Biirette so viel /,,-Ferroammoniumsulfat- 
lésung in 5°/,iger Schwefelséure hinzugesetzt, bis das nicht redu- 
zierte Kaliumbichromat verbraucht ist. Bei langsamem Zusetzen 
der Ferroammoniumsulfatlésung geht hierbei die braungelbe 
Farbung des Kaliumbichromats in eine dunkelgriine iiber, um 
bei vélliger Sattigung in Blaugriin umzuschlagen. Genauer wird 
der Endwert durch die Tiipfelprobe ermittelt: Auf einer Por- 
zellanplatte gibt ein Tropfen einer 5°/, igen Ferricyankaliumlésung 
mit einem Tropfen der zu titrierenden Fliirsigkeit versetzt, bei 
einem minimalen UberschuB8 freier Ferroammoniumsulfatlésung 
eine Blaufairbung. 

Bei der Feststellung der Titerwerte wurde von einem ab- 
soluten Alkohol (Kahlbaumsches Praparat) ausgegangen, von 
dem eine 2°/,,ige bzw. 1°/,ige Lésung hergestellt wurde. Zu- 
nachst wurde der Titerwert der Kaliumbichromatlésung zur Ferro- 
ammoniumsulfatlésung festgelegt, was bei der leichten Verander- 
lichkeit der Ferroammoniumsulfatlésung jeden zweiten Tag ge- 
schehen muBte. Die Kaliumbichromatlésung, sowie die schwachen 
Alkohollé6sungen waren in ihrem Titerwert sehr bestandig, so 
daB nur nach der Herstellung einer neuen Lésung der Titer 
neu ausgewertet werden muBte. 

Die zur Priifung der Methode vorgenommenen Analysen 
ergaben bei der Destillation bekannter Alkoholmengen folgende 
Werte: 





} 
| 


Destillierter Gefundener | 4, | Verlust an abs. 


Versuch Alkohol 


a 25 com 2°/,) L | 24,71 com 2°/,, L | 98,84 0,00058 cem 
ee | 9,94 , 1% , | 99,41; 00,0006 , 

hae ] 9,93 , 1% , | 993 | 0,0007 , 

a 986 , 1% , |98,6 | 00014 , 

10 , 1%, 982 . 1%, , | 98,2 0,0018 

I 4 9,50 } 9 98,2 | 0,0018 


Aikohol | 0 Alkohol 
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Durchschnittlich ergibt das einen Verlust von 0,0012 cem Al- 
kohol oder bei 10 ccm einer 1°/,igen Lésung 1,2°/ 
destillierten Alkohols. 

Die Analysen bekannter, Organbreien zugesetzter Alkohol- 


9 des iiber- 


mengen, die zur weiteren Priifung der Methode vorgenommen 
wurden, fiihrten, wie im folgenden auseinandergesetzt werden 
wird, in medias res unserer ersten Fragestellung nach der 


Oxydation des Alkohols durch Organbreie von Tieren, die 
nicht mit Alkohol gefiittert waren. 

Setzt man zu 20g feingewiegter Tierleber, die mit 10 ccm 
dest. Wasser aufgeschwemmt wird, eine bestimmte Menge Al- 
kohol, so gelingt es nicht, den Alkohol véllig wieder zuriick- 
zugewinnen. 

Die Leber wurde um 8 Uhr morgens vom Fleischer bezogen und 


stammte von Tieren, die am selben Morgen um 4 bis 5 Uhr in der Frithe 
geschlachtet waren. 





0 


Versuch | Leber vom | g | Zagesetater Alkobol | Getundenee Allsohol | 7 





“T 
Bind -. .'<] 20 25 ecm 20) lo: | 20,2 com 2%, | 80,8 
9 2°, 


W 6s ole 25 2/05 21,15 84,6 
eerie 25 2° loo 20,1 20) an | | OOM 
or 10 1%, 8,87 » 1%, | 88,7 
» .120} 10 1°), 9,89 » 1%, | 98,9 
1%, | 97,0 
88,0 
90,4 
91,8 





I 
2 


w 


a ee oe >, ne oe 
ib. 1 a | Ce 

mn ...{20| 25 » 2% | 226 
Kaninchen . | 20; 10 1 6 | 98 


eo oe Bore e 


oe oe ee oe ee ee 


Py 
soos 








Durchschnittlich gibt das einen Verlust von 0,00738 ccm 
Alkohol oder bei einem Zusatz von 10 ccm einer 1°/,igen Lé- 
sung 7,38°/). 

Zunichst lag es wohl nahe, diesen Verlust auf eine Un- 
zulinglichkeit in der Technik zu beziehen, zumal wenn man 
die Resultate Pringsheims zum Vergleiche heranzieht, dessen 
Analysenfehler zwischen 0,4 und 1,0°/, des den Organbreien 
zugesetzten Alkohols schwankt. Pringsheim bringt in seiner 
Tabelle unter seinen Organanalysen nur einen einzigen Versuch, 
in dem er den Alkohol aus Leber zuriickzugewinnen sucht, 
und es ist bemerkenswert, daB gerade da der Analysenfehler 
im Vergleich zu den Destillationen aus Muskel oder Blut relativ 
groB ist. Bei den vielen Versuchen, die ich gerade mit Leber- 





Oxydation von Alkohol durch die Leber von Tieren. 135 


breien vornahm, finden sich auch einige, bei denen ich 100°) 
und sogar mehr des zugesetzten Alkohols wiedergewinnen konnte; 
doch méchte ich dieses Resultat auf eine gewisse im Organ 
von vornherein vorhandene Menge Alkohols beziehen, die 
Pringsheim auch nachweist. 

Trotz aller Versuche konnte ich fiir den Alkoholverlust bei 
der Destillation aus Leberbreien eine Fehlerquelle in meiner 
Technik nicht aufdecken. 

Zum Beweise dafiir, daB die Verluste aus der Qualitit des 
Materials zu erkliren sind, mégen folgende Versuche heran- 
gezogen werden: Von der Leber eines Tieres werden zweimal 
20 g abgewogen, mit der gleichen Menge Alkohols versetzt und 
gleichzeitig destilliert, was durch die doppelt angelegte Appara- 
tur unter gleichen Bedingungen vorgenommen werden konnte. 





Zugesetzter | Gefundener Alkohol Diff 
Versuch | Leber vom Alkohol a) sorens 


ecm 


Hammel. . 10 (1 °/,) 
Ochsen . . 10 (1°/,) 
Kaninchen . 10 (1°/,) 
Kaninchen . | 2 10 (1%) 











Der wirkliche Analysenfehler betraigt also durchschnittlich 


0,0011 cem Alkohol oder bei 10 cem einer 1°/,igen Lésung 1,1°/), 


ein Fehler, der den bei der Destillation einer reinen Alkohol- 
lésung nicht tbertrifft. 

Somit beruht der Verlust bei der Destillation von Alkohol 
aus Leberbreien von Tieren, die nicht mit Alkohol gefiittert 
waren, auf einer Zerstérung des Alkohols durch die Leber wih- 
rend des Destiilationsprozesses selbst, und so war es die nichste 
Aufgabe, durch geeignete Versuchsanordnung dem Wesen dieser 
ZerstOrung niher zu kommen. 

Nachdem festgestellt war, daB — wie die letzte Tabelle 
zeigt — unter gleichen Bedingungen verarbeitete Leberbreie 
die gleiche Menge Alkohol zerstéren, versuchte ich, ob nicht 
Leberbreie des gleichen Tieres, die unter verschiedenen Be- 
dingungen angesetzt, unter gleichen Bedingungen aber analysiert 
wurden, gesetzmaBige Differenzen in ihrem Alkoholgehalt zeigten. 
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Kinflu8 des Sauerstoffes auf die Alkoholzerstérung. 


Battelli und Stern gehen in ihren Versuchen von der 
Tatsache aus, das Leberbrei mit Alkohol versetzt Sauerstoff 
verbraucht, und berechnen aus der Menge des verbrauchten 
Sauerstoffes die Menge des zerstérten Alkohols. 


Um den Einflu8 des Sauerstoffes in dem Prozesse zu stu- 
dieren, benutzte ich zunachst einen Brutschrank mit einer 
Temperatur von 37°, in dem eine Schiittelvorrichtung ein- 


gebaut war. Zwei Portionen eines Leberbreies werden in die 
Destillationskolben gefiillt und mit derselben Menge Alkohols 
versetzt. 

Die Destillationskolben sind mit ihren Aufsitzen (d) ver- 
sehen, an denen ein kleiner Schlauch angebracht ist, der mit 
einer Klemme zugequetscht ist, so daB spater zur Destillation 
dieselben nur mit den Kiihlern verbunden und die Klemmen 
gelést zu werden brauchen. 

Der eine Kolben wird in den Schiittelapparat, der andere 
einfach in den Brutschrank gestellt. Die Kolben verbleiben 
2 Stunden im Brutschranke. 





2 Gefundener Alkohol 
| | Zugesetzter | nicht 
| Alkohol ii a 
Leber vom se geschiittelt) schiittelt 


{je} ecmm | 


Rind . . ./20! 100 
Rind . . ./20| 100 

















Der EinfluB der steten Vermengung mit der Luft ist hier- 
bei deutlich. DaB trotz des Schiittelns und der Erwarmung 
eine Lockerung des Gummistopfens und dadurch ein Verlust 
von Alkohol ausgeschlossen ist, beweist ein Vergleichsversuch: 
100 cmm Alkohol werden 2 Stunden bei 37° geschiittelt; bei 
der Analyse werden 99,9 cmm Alkohol wiedergefunden. 

Um die Sauerstoffwirkung zu erhéhen, wird aus einer 
Sauerstoffbombe in beide Destillationskolben reiner Sauerstoff 
eingeleitet, und beide Kolben werden 2 Stunden in die Schiittel- 
vorrichtung gestelit. 
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— | Gefundener \Zerstorter Dig 
Versuch | Leber vom | g Alkohol | Alkohol | Alkohol ifferenz 
; emm | emm | 0 


la |Kaninchen.|20{ 100 82,4 17,6 
1b Kaninchen . | 20 100 80,5 19,5 
2a ind . . ./20/} 100 26,5 23,5 
2b 120; 100 | 75.2 24.8 








Man findet einen sehr groBen Verlust an Alkohol. Dab 
derselbe dem Zusatz von Sauerstoff zuzuschreiben ist, beweist 


folgender Versuch: 





|Gefundener Alkohol 


Zugesetzter 2 Std. geschiittelt | Differenz 


Versuch | Leber vom | g Alkohol 
| mit O, | ohne O, 
emm emm cmm 


1—2 a i te 100 | 989 87,2 


Weiterhin wurde in den einen Kolben Sauerstoff, in den 
anderen Kohlensaure geleitet. Es ergaben sich hierbei folgende 
Resultate: 





Wiedergefundener 
Alkohol : 
2 Std. geschiittelt | Differenz 


mit O, | mit CO, 
emm emm i 


= 


Zugesetzter 
Versuch | Leber vom | g Alkohol 


1-2 ae 844 | 94,0 9,6 
3—4 |Rind .../20 100 75,5 95.8 | 20,8 








Gerade hier ist die Wirkung des Sauerstoffes deutlich zu 
beobachten, da bei Gegenwart von Kohlensiure die Zerstérung 
von Alkohol fast gehemmt erscheint; der geringe Verlust von 
durchschnittlich 5,2°/, bei Gegenwart von Kohlensiure — gegen 
20,1°/, bei Gegenwart von Sauerstoff — ist wohl auf die im 
Organ selbst vorhandene Menge Sauerstoff zuriickzufiihren. 

Zusammenfassend kann man also sagen, daB bei der Zer- 
stérung von Alkohol durch Leberbrei die Gegenwart von 
freiem Sauerstoff notwendig ist, daB es sich also um einen 


Oxydationsproze8B handelt. 
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Bei den zuletzt mitgeteilten Versuchen mit Kohlensiure 
sind wir schon in ein weiteres Gebiet unserer Aufgabe, dem 
Wesen dieser Alkoholzerstérung niher zu kommen, gelangt, der 
Frage nach der 


Hemmung des alkoholzerstérenden Prozesses. 

Es wurde die Frage aufgestellt, ob es nicht vielleicht 
méglich ware, durch Bedingungen, die ein Ferment in seiner 
Tatigkeit hemmen, die Alkoholoxydation zu beeinflussen und 
dadurch einen Anhaltspunkt fiir die Auffassung des Prozesses 
als eines fermentativen zu gewinnen. 

1. Zwei Portionen Tierleber, von denen eine 2 Minuten in 
siedendem Wasser gekocht war, werden mit je 100 cmm Alkohol 
versetzt und 2 Stunden in einer Sauerstoffatmosphire bei 37° 
geschiittelt. 





Alkohol 


nicht ge- 
kocht 


| ; emm cmm "l. 


Zugesetzter 


Versuch | Leber vom g Alkohol Differenz 


| gekocht 
| 


| Wiedergefundener 
| 
| 


1--2 |Rind .. .|20 | 731 | 942 21,1 
3—4 | Kaninchen . | 20 


| 82,2 99,9 17,7 
Gekochte Leber verliert die Fahigkeit, Alkohol 
zu zerstoren. 








2. Zu einer von zwei Leberportionen werden 3 ccm einer 
gesittigten Sublimatlésung hinzugefiigt. Beide Portionen wer- 
den 2 Stunden in einer Sauerstoffatmosphare geschiittelt. 





| “Wiedergefundener | 

| | Zugesetzter | Alkohol 

Versuch | Leber vom | g Alkohol ohne | mit 
| HgCl, | HgCl, 


cmm 


Differenz 


‘1-2 . | 20 0 | 868 9,8 
3—4 |Rind . . .|20 | sos | 913 | 109 








Durch Zusatz von Sublimat wird die Fahigkeit, 
Alkohol zu zerstéren, deutlich gehemmt. 

3. Zu einer von zwei Leberportionen werden 10 ccm einer 
10°), igen Cyankaliumlésung hinzugesetzt. Beide Portionen wer- 
den in einer sauerstoffhaltigen Atmosphare 2 Stunden lang ge- 
schiittelt. 
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Versuch | Leber vom 





Zugesetzter | 


Alkohol 


cmm 





1—2 
3—4 


Rind . 
Rind 





20 


100 
100 


Wiedergefundener 
Alkohol 

ohne 

CNK 


cmm 


mit 
CNK 
cmm 


85,1 
93,9 


95.3 
99.8 





Differenz 


Durch Cyankalium, ein starkes Gift fiir einige 
Fermente, wird die Faihigkeit des Leberbreies, Alko- 
hol zu zerstoéren, fast véllig aufgehoben. 

3. Einer von zwei Leberportionen werden 10 ccm einer 
10°/,igen Fluornatriumlésung zugesetzt, beide Portionen werden 
2 Stunden lang bei 37° in Sauerstoff geschiittelt. 





| 7 Wiedergefundener 
Alkohol 

ohne 

FNa 


cmm 


84,2 
91,6 


Zugesetzter 


Versuch | Leber vom | gj Ajkohol Differenz 


| 
| 


mit 
FNa 


cmm cmm 


100 
100 


1—2 
3—4 


86,3 2} 
89,8 1,8 


| 20 
20 


Hammel . 
Schwein . 








Der Zusatz von Fluornatrium hat keinen EinfluB auf den 


OxydationsprozeB. 

weiteren Charak- 
terisierung des Vorganges als eines fermentativen Prozesses 
geplant waren, infolge des Krieges unterbleiben muBten, so 
weist doch die Hemmung unter den oben ausgefiihrten Be- 
dingungen darauf hin, daB bei der Zerstérung des Alkohols 
durch Tierleber ein Ferment wirksam ist, 
Oxydase, wie die Versuche mit Sauerstoff und mit Kohlen- 
siure lehren. 


Wenn auch manche Versuche, die zur 


und zwar eine 


Versuche zur Isolation des Fermentes. 


Versuche, die feststellen sollten, ob sich das Ferment aus 
der Leber isolieren lieBe, fiihrten zur Darstellung des Leber- 
preBsaftes. Leber wird fein gehackt, mit Kieselgur durchknetet 
Unter dem Mi- 


kroskop konnten in dem PreBsaft keine Leberzellen mehr ge- 


und unter der Buchnerschen Presse gepreBt. 


10 ccm des PreBsaftes werden mit 100 cmm 
Alkohol versetzt und 2 Stunden bei 37° mit Sauerstoff ge- 
schiittelt. 


funden werden. 
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PreBsaft | Zugesetzter Wiedergefundener 


cmm 


ccm cmm 








87, 3 
86,5 
88,7 


10 
10 


100 
100 


2% 
(Rindsleber) | Alkohol | Alkohol 
| 





| 
10 100 
} 


Der PreBsaft zerstért durchschnittlich 12,5°/, des zuge- 
setzten Alkohols. 

Da8 nicht das im PreBsaft enthaltene Serum der Trager 
des Fermentes ist, beweisen Versuche mit frischem Kaninchen- 
serum, das, mit Alkohol versetzt, bei 37° 2 Stunden in 
Sauerstoff geschiittelt wurde. 





Wieder- 
Blutserum | eine — gefundener | Verlust 


vom Alkohol 
cmm cmm cmm 





Versuch 








Kaninchen.| 10 | 100 99,4 0,5 
Kaninchen . 10 100 99,7 0,3 














Das Serum enthalt kein Ferment. 

Um ein haltbares Trockenpraparat der wirksamen Substanz 
zu erhalten, wurden 10 cem des wirksamen RinderleberpreB- 
saftes bei 50° im Vakuum getrocknet. Das Pulver wird mit 
100 cem Alkohol versetzt und bei 37° 2 Stunden mit Sauer- 
stoff geschiittelt. Es wurden 98,7 ccm Alkohol wiederge- 
wonnen. Durch Trocknen bei 50° wurde also das Ferment 
zerstort. 

Ein anderer Weg, um ein Trockenpraparat zu erhalten, 
war das Trocknen des PreBsaftes bei Zimmertemperatur durch 
den Luftstrom eines ,,Faustapparates“. Aus einer Pferdeleber 
werden 19 ccm PreBsaft gewonnen und im Faustapparat ge- 
trocknet. Es wurden 5,06 g Pulver gewonnen, das im Vakuum 
iiber Schwefelsiure aufbewahrt wurde. Das Pulver wurde 
ebenso wie der frische PreBsaft verarbeitet. 





ey s 2 Zugesetzter | Wiedergefundener 
Alkohol | Alkohol 





ee Pulver 


cmm cmm 








100 91,5 
100 92,9 
100 90,4 
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Durch 1,265 g des Pulvers werden 8,4°/, des zugefiigten 
Alkohols zerstort. 

Ein Versuch, aus dem waBrigen Extrakt von Rinderleber 
durch Fallung mittels Alkohol und nachherigem Trocknen im 
Faustapparat ein wirksames Pulver zu erhalten, fiihrte zu 
keinem Resultate. 

Wie schon oben bemerkt, wurde ich durch den Ausbruch 
des Krieges in meiner Arbeit unterbrochen und dadurch eine 
ausgedehntere Durcharbeitung der gewonnenen Resultate ver- 
eitelt. So zum Beispiel fehlt die Bestimmung des Optimums 
der Reaktion und der Temperatur und anderes mehr. Trotz- 
dem glaube ich, durch die angefiihrten Versuche die Existenz 
eines Alkohol oxydierenden Fermentes in der Leber von Tieren, 
die nicht mit Alkohol gefiittert waren, nachgewiesen zu haben. 
Versuche mit anderen Organen ergaben zum Teil kein Resultat, 
wie der oben angefiihrte Versuch mit Blutserum eines Kanin- 
chens, zum Teil waren die Ausschlige so gering, daB sie nicht 
verwertet werden konnten. 


Oxydation des Alkohols durch Leberbreie von Kaninchen, 
die an Alkohol gewéhnt wurden. 


Die Gew6hnung der Kaninchen an Athylalkohol. 

Im ganzen wurden 10 Kaninchen an Alkohol gewohnt. 
Der Alkohol wurde in 30 und 40°/,iger Lésung mittels einer 
Pravazspritze durch eine Schlundsonde den Tieren vorsichtig 
in den Magen gespritzt. Es wurde mit 2 ccm absoluten Alkohols 
pro Tag und Kilo begonnen und langsam aufsteigend bis zu 
Dosen von 8 bis 8,5 com — in einem Falle (Kaninchen Nr. 3) 
bis zu 10 ccm pro Tag und Kilo — geschritten. Die hohen 
Dosen wurden wegen der grofen Fliissigkeitsmengen in zwei 
Portionen innerhalb einer halben Stunde gegeben. Jede Dosis 
wurde 3mal gegeben und zu einer héheren Dosis geschritten, 
wenn das Tier, das bei den héheren Dosen manchmal eine 
Gewichtsabnahme zeigte, sich wieder erholt hatte. Die Ge- 
wichtsabnahme méchte ich weniger auf eine allgemeine Scha- 
digung, als auf eine verminderte FreBSlust zuriickfiihren, da 
sich bei der Sektion der Tiere hiufig eine katarrhalische Hyper- 
trophie der Magenschleimhaut fand. 

Uber den Grad der Gewéhnung selbst lieB sich bei meinen 
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Versuchen ein scharf umrissenes Bild nicht gewinnen. Die ob- 
jektive Reaktion der einzelnen Tiere auf gleich hohe Alkohol- 
gaben war nicht gleichmabig genug. Im allgemeinen kann man 
sagen: Dosen von 2 bis 4 cem Alkohol werden anstandslos ver- 
tragen, bei 5 ccm zeigt sich eine gewisse Erregung (Unruhe, 
gesteigerte Libido). Bei 6 bis 8 ccm treten Erscheinungen von 
Schlappheit, dann Laihmung der Extremitéiten und Taumein 
bis zur volligen Narkose auf, die in ihrer gréBten Tiefe 2 bis 5 
Stunden dauert. Immerhin war bei einem Kaninchen (Nr. 3) 
nach einer haufig gegebenen Tagesdosis von 8,5 ccm Alkohol 
pro Kilo nur eine leichte Ermiidung und Herabsetzung der 
Reizbarkeit zu konstatieren. Es zeigt sich auch im Tierexperi- 
ment, daB der eine Organismus mehr, der andere weniger _,,ver- 
tragt“. Einen Todesfall in der Narkose habe ich nicht beob- 
achtet. Uber 10 ccm Alkohol pro Dosis bin ich nicht hinaus- 
gegangen, da es mir nicht darauf ankam, die letale Dosis fest- 
zustellen. 

In der Literatur tiber die experimentelle Gewohnung an 
Alkohol (vgl. die Arbeit von R. A. P. Rosenfeld) finden sich 
auch keine bestimmten Angaben iiber den Grad der erreichten 
Gewohnung. Ich glaube, da8 das damit zusammenhingt, daB 
bei Kaninchen die ersten Anfinge der Alkoholwirkung, die 
sich in den héheren Zentren der GroShirnrinde abspielen, ob- 
jektiv nicht nachweisbar sind, und daB unsere Beobachtungen 
erst da beginnen, wo die schwer toxischen Wirkungen einsetzen. 
Trotzdem kann man wohl bei den taglichen Einwirkungen von 
Dosen, die auf einen ausgewachsenen Menschen von 75 Kilo 
Kérpergewicht berechnet, einem taglichen Konsum von ca. 1"/, Liter 


eines 50°/,igen Alkohols entsprechen, und die wochenlang ohne 


Schadigung des Allgemeinbefindens gegeben wurde, von einer 
Gewohnung sprechen. 

Die Sektion ergab bei den Kaninchen Nr. 1 und 5 eine eitrige 
Perikarditisund Pleuritis, sowie multiple Abscesse in beiden Lungen. 
Die bakteriologische Untersuchung des Eiters ergab keinen An- 
haltspunkt fiir eine spezifische Infektion. Rosenfeld beschreibt 
in seiner Arbeit bei 4 Kaninchen, die lange mit Alkohol ge- 
fiittert waren, den gleichen Sektionsbefund, desgleichen Kré 1’). 


1) Krol, Arch. f. Pharm. u. Pathol. 72, 19138. 
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Zahl der Alkoholdosen pro kg 


Beginn Zusammen Verlauf 


&.5 een 


ccm 
3 ecm 
5 ecm 


6 ccm 
7 ccm 


» 
4 


20. 
12. 
ri, 
18. 
19. 
18. 
19. 
17. 


70 ecm Infektion + 
i aa .5. Getotet 
317.5 . bs i 
147 , 4. - 
2 3.7. Infektion 
25 . .7. Getotet 
139 ,, 30.7. Lebt 
338 . 22.6. Tot d. Perfor. 
d. Magens 
19 30.7. Lebt 
w 30.7. Lebt. 
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Kaninchen Nr. 8 wurde, nachdem es tags zuvor noch 8 ccm 
Alkohol pro Kilo erhalten hatte, am andern Morgen tot auf- 
gefunden. Bei der Sektion fand sich in der Bauchhdhle eine 
schmutzigbraune Fliissigkeit, die stark sauer reagierte. Der 
Magen war vollig maceriert, die Leber stark angedaut. Die 
Leber war reich an fliichtigen, reduzierenden Stoffen. Es handelt 
sich hier wohl um eine Perforation des Magens. Bei den 
meisten Kaninchen fand sich eine stark hypertrophische Magen- 
schleimhaut, sowie eine hochgradige Hyperiimie der Darmgefibe. 
Ob die schon makroskopisch sichtbaren arteriosklerotischen 
Veranderungen der Aorten der beiden Tiere Nr. 3 und 8 auf 
der reichlichen Zufiihrung von Alkohol beruht, méchte ich nicht 
entscheiden. Auffallend ist dieser Befund gerade bei den Tieren, 
die am meisten Alkohol erhalten hatten. (Im ganzen 217,5 ccm 
und 338 ccm Alkohol.) In den Lebern konnte mikroskopisch 


eine cirrhotische Verinderung nicht nachgewiesen werden. 


Oxydation des Alkohols durch die Leberbreie von Tieren, 
die an Alkohol gewéhnt waren. 

Die Leber der an Alkohol gewéhnten Tiere wurde in gleicher 
Weise verarbeitet wie die der anderen Tiere. 3 bis 4 Tage nach 
Darreichung der letzten Alkoholdosis — einer Zeit, die nach 
den Arbeiten von Pringsheim und Schweisheimer sicher 
geniigt, um den Alkohol véllig aus dem Organismus verschwinden 
zu lassen — wurden die Kaninchen durch Schnitt in die Carotis 


getotet. Die Leber der von selbst gestorbenen Tiere wurde 
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ebenfalls verarbeitet. Die Leber wurde sofort nach dem Tode 
in Portionen zu 20 (15) g bei 37° geschiittelt. 








Kaninchenleber —  guges. Alkohol wiedergef. Alkohol_ 


Versuch 7 
Nr. | g cemm cmm 





20 100 f 83,0 

20 100 84,5 

(15) 100 (91,7) 

(15) 100 (91,9) 

(15) 100 (90,5) 

20 100 87,7 

20 100 83,9 

20 100 85,3 

; 20 100 88,2 
6 20 100 87,9 


20 g Leber von Kaninchen, die an Alkohol gew6hnt waren, 
zerstért durchschnittlich 14,1°/, des zugesetzten Alkohols. 

Die Leber von Kaninchen, die nicht an Alkohol gewohnt 
sind, gibt bei der Alkoholzerstérung folgende Werte: 
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-Kaninchenleber zuges. Alkohol 
g cmm 


20 | 100 


Versuch 


100 
100 


20 
20 

Irgendein Befund, der fiir eine starkere Ferment- 
tatigkeit der Leberbreie von Kaninchen, die an hohe 
Alkoholdosen gewohnt sind, spriche, konnte mit meiner 
Versuchsanordnung nicht erhoben werden. 

Ich will nur kurz bemerken, da8 frisches Blutserum, so- 
wie defibriniertes Blut, das kurze Zeit nach der Darreichung 
hoher Alkoholgaben von gewodhnten Tieren gewonnen wurde, 
keine Fermentwirkung zeigten. 

Stellt man die Feststellung Pringsheims, daB der ge- 
wohnte Organismus mehr Alkohol zerstért, als der nicht ge- 
wohnte, mit meinem Befunde zusammen, nach dem die Organ- 
fermente des gew6hnten Organismus keine erhéhte Wirksamkeit 
zeigen und das Rlutserum gewéhnter Tiere ebenfalls nicht 
Alkohol zerstért, so ergibt sich daraus von neuem die Frage- 
stellung, dem Mechanismus der erhéhten Alkoholzerstérung nach- 
zugehen. Wenn auch erst durch weitere Untersuchungen viollige 
Klarung zu erwarten ist, so ist doch bereits der Kreis der 
MOglichkeiten eingeschrankt. 
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Die Alkoholoxydase der Leber ist niiher charakterisiert 
und kann als Trockenpriparat fiir spezielle Untersuchungen 


herangezogen werden. Mit einem derartigen Fermentpraparate 
wird die sich an die Arbeit von Rudolf A. P. Rosenfeld 
anschlieBende Frage gepriift werden kénnen, ob das Ferment 
auch Methylalkohol angreift. 

Zur Literatur: Ich verweise auf die Arbeiten von 
Pringsheim, Rosenfeld und Schweisheimer, wo die ge- 
samte einschlagige Literatur zu finden ist. Fir die letzten 


zwei Jahre fand ich im Biochemischen Centralblatt keine in 
Frage kommende Arbeit angezeigt. 


Zusammenfassung. 


1. Der Leberbrei von Tieren, die nicht an Alkohol ge- 
wohnt sind, zerstért Alkohol bei 37° Temperatur und bei Gegen- 
wart von Sauerstoff. 

2. Das Kochen der Leber, sowie Fermentgifte hemmen 
die Fahigkeit der Leber, Alkohol zu zerstéren. Es handelt sich 
also um ein Alkohol zerstérendes Ferment (Alkoholoxydase). 

3. Aus dem PreBsaft der Leber lat sich durch Trocknen 
bei Zimmertemperatur im Luftstrom ein wirksames Pulver ge- 
winnen. 

4. Der Leberbrei von Tieren, die an hohe Alkoholdosen 
gewohnt sind, zerstért ebenfalls Alkohol, bei der getrof- 
fenen Versuchsanordnung jedoch nicht mehr, als der 
nicht gewéhnter Tiere. 


Biochemische Zeitschrift Band 77. 











Uber den Einflu8 der Wasserstoffionen auf die 
Wirksamkeit der Malzdiastase. 


Von 
Ludwig Adler. 


(Aus dem Laboratorium zur Férderung des Braugewerbes an der 
kgl. Akademie Weihenstephan.) 


(Hingegangen am 21. Juli 1916.) 
Mit 2 Figuren im Text. 


Durch mehrfache Veroffentlichungen wurde in den letzten 
Jahren darauf hingewiesen, welch groBen EinfluB die Wasser- 
stoffionenkonzentration auf die Wirksamkeit der meisten Fer- 
mente auszuiiben vermag. An erster Stelle sind hier die 


Arbeiten von 8. P. L.Sérensen’) tiber die Wirkungsbedingungen 
von Katalase und Pepsin zu erwaihnen. Nicht minder wichtige 
Ergebnisse lieferten die diesbeziiglichen Studien von L. Micha- 
elis*) tiber Trypsin und Invertase, die er groBtenteils gemein- 
sam mit A. Davidsohn ausfihrte. Die neuesten Untersuchungen 
von L. Michaelis und H. Pechstein*) befaBten sich mit der 
Aufklarung der Wirkungsbedingungen der Speicheldiastase und 
bilden so eine wichtige Erginzung zu den friiheren Arbeiten 
W. E. Ringers‘), der den KinfluB der Reaktion auf die Ptyalin- 
wirkung beobachtete. 


‘) §. P. L. S6rensen, Uber die Messung und die Bedeutung der 
Wasserstoffionenkonzentration bei enzymatischen Prozessen. Diese Zeitschr. 
21, 131, 1909; 22, 352, 1909. Ebenso: Compt. rend. du Labor. de Carls- 
berg 8, 1, 1909; ebenso Asher und Spiro, Ergebnisse der Physiologie 
12, 393, 1912. 

*) L. Michaelis und A. Davidson, diese Zeitschr. 36, 280, 1911; 
35, 386, 1911. 

5) L. Michaelis und H. Pechstein, diese Zeitschr. 59, 77, 1914. 

*) W. E. Ringer, Zeitschr. f. physiol. Chemie $7, 484, 1913. 
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Wihrend demnach bei der Speicheldiastase die Frage iiber 
den EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf ihre Wirk- 
samkeit als geklart bezeichnet werden kann, finden wir von 
den genannten Forschern, sowie auch sonst, das die Brauwissen- 
schaft am stirksten interessierende Enzym, die Malzdiastase, 
in dieser Hinsicht ziemlich vernachlissigt. L. Michaelis‘) 
stellte nur elektrische Uberfiihrungsversuche mit Malzdiastase 
an und erkannte dabei ihren amphoteren Charakter. Von 
8. P. L. S6rensen*) finden wir eine Berechnung der optimalen 
Wasserstoffionenkonzentration fiir Malzdiastase, wobei er sich 
auf die Angaben anderer Forscher stiitzt. So erwahnte schon 
im Jahre 1869 E. Leyser’*) als Erster, daB durch eine ganz 
kleine Menge von zugesetzter Schwefelsiure die Diastasewirkung 
erhdht werden kann. Genauere Untersuchungen iiber diese 
Frage stellte dann J. Kjeldahl‘) an. Er wies experimentell 
nach, daB ganz geringe Siuremengen — er verwendete neben 
Schwefel-, Salz-, Salpeter- und Phosphorsiure auch Ameisen-, 
Essig-, Butter- und Milchsiure — die Amylasetitigkeit be- 
giinstigen. Durch eine Erhéhung der Saurezugabe trat jedoch 
bald eine deutliche Schadigung des enzymatischen Prozesses ein, 
Ein Zusatz von Alkalien ergab selbst bei den kleinsten Mengen 


sogleich eine starke Beeintrachtigung der fermentativen Kraft. 
Den wesentlichsten Teil zur Klarung dieses Gegenstandes trugen 
die Arbeiten von A. Fernbach®) und J. Wolff*) bei. Es konnte 
nachgewiesen werden, daB das von Kjeldahl angegebene 
Saéureoptimum genau der Menge an Saure entspricht, die not- 


wendig ist, um in einem Malzauszug die vorhandenen sekun- 
diren Phosphate volistandig in primare tiberzufiihren. Dadurch 
erzielt man gleichzeitig eine gegen Methylorange neutrale Re- 


1) L. Michaelis, diese Zeitschr. 17, 231, 1909. 

*. L.0: 

%) E. Leyser, Der bayerische Bierbrauer 4, 30, 1869. 

*) J. Kjeldahl, Meddelelser fra Carlsberg Laboratoriet 1, 171, 
1879; Zeitschr. f. d. gesamte Brauwesen 3, 186, 1880. 

5) A. Fernbach, Compt. rend. de Acad. d. Sc. 142, 285, 1906; 
Ann. de la Brasserie et de la Distillerie 1911, 217; Zeitschr. f. d. ges. 
Brauwesen 34, 359, 1911. 

6) A. Fernbach und J.Wolff, Compt, rend. de l’Acad. d. Sc. 143, 
380, 1907. 
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aktion. Setzt man aber anderseits einem Malzauszug Alkalien 
zu, so gehen die priméren Phosphate in sekundiare iiber. Eine 
vollkommene Umwandlung in diesem Sinne ist erst erreicht, 


wenn der Phenolphthaleinindicator sich zu réten beginnt. Des- 
halb schreibt Fernbach dem primaren Phosphat einen be- 
giinstigenden, dem sekundiren Phosphat dagegen einen schiadi- 
genden EinfluB8 auf die Diastasetatigkeit zu. Da die Methyl- 
orangeneutralitit von Sérensen einer Wasserstoffionenkonzen- 
tration von py = etwa 4,5 gleichgesetzt wird, bezeichnet dieser 


Forscher auf Grund der eben angefiihrten Ergebnisse Fern- 
bachs diese Zahl als die optimale Wasserstoffionenkonzentration 
fiir die Malzamylase. 

Vorliegende kleine Arbeit machte es sich nun zur Auf- 
gabe, den EinfluB der Wasserstoffionen auf die Wirksamkeit der 
Malzdiastase zu beobachten. Dabei sollte der Punkt der besten 
Wirksamkeit durch einfache Versuche aufgefunden werden. 
Gleichzeitig wollten wir auch die genauen Grenzwerte fiir die- 
jenigen Wasserstoff- bzw. Hydroxylionenkonzentrationen ermit- 
teln, bei denen gerade die enzymatische Tatigkeit zum Stillstand 
gebracht werden kann. 

Sérensen spricht in der erwahnten Arbeit’) die auch 
von uns von vornherein geteilte Meinung aus, daB die ganze 
Frage der fordernden bzw. hemmenden Wirkung in bezug auf 
die Diastasetatigkeit bei Zugabe von Siure bzw. Alkali zu 
einem Malzauszug auf den Einflu8 der Wasserstoffionen, die 
durch Séuren vermehrt, durch Alkalien vermindert werden, 
zuriickgefiihrt werden muB. Dadurch ergibt sich eine wesent- 
liche Vereinfachung der ganzen Sachlage, da jetzt nicht mehr 
die Wirkung aller einzelnen Arten von Sauren bzw. Alkalien, 
sondern nur noch deren Dissoziationsgrad zu beriicksichtigen 
ist. Wir werden im folgenden sehen, wie weit diese Ansicht 
von unseren Versuchen bestatigt wird. 

Bei allen unseren Untersuchungen gelangte ein Diastase- 
praparat zur Anwendung, das wir uns aus médglichst lang- 
gewachsenem Brauereimalz nach den Angaben von C. J. Lint- 
ner”) durch Ausfaillung eines Malzauszugs in der Kilte mit 


eee 
*) C.J. Lintner, Journ. f. prakt. Chemie. Neue Folge. 34, 378; 
36, 481, 1886/87; Zeitschr. f. d. ges. Brauwesen 9, 474, 1886; 11,7, 1888. 
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starkem Alkohol hergestellt hatten. Durch Wiederauflésen des 
entstandenen Niederschlages in Wasser und neuerliches Fallen 
mit Alkohol, welcher Vorgang einigemal wiederholt wurde, sowie 
durch eine kurze Dialyse wurden die anorganischen Verunreini- 
gungen moglichst entfernt. Das mit einem Alkoholaithergemisch 


und darauf an der Luft getrocknete Pulver enthielt jedoch 
noch immer eine gewisse Menge an Asche, worunter sich als 
Hauptbestandteil Phosphorsiure befand. Es ergab sich bei der 
Analyse etwa 1,2°/, P,O, auf lufttrockene Diastase berechnet. 


Um wihrend der ganzen Dauer des enzymatischen Ein- 
wirkungsprozesses, dessen Ausfiihrung wir spater kennen lernen 
werden, stets die gleiche Wasserstoffionenkonzentration in der 
Lésung gewiahrleistet zu haben, arbeiteten wir mit Reaktions- 
regulatoren (,,Puffer“gemischen). Wir stellten zwei verschiedene 
Versuchsreihen an und verwendeten fiir die erste Reihe ein 
Gemenge von Essigsiure und Natriumacetat und fiir die zweite 
Reihe ein Gemisch von primaéren und sekundiren Phosphat- 
losungen. 

Die Benutzung des Essigsiure-Natriumacetat- Regulators 
bietet, wie L. Michaels’) ausfiihrt, den groBen Vorteil, daB, 
solange die Menge des Natriumacetates fiir alle Proben gleich 
groB gewahlt wird und nur die Konzentration der freien 
Essigsiure wechselt, sich auBer dem Gehalt an Wasserstoffionen 
an der Zusammensetzung der Flissigkeit nichts andert. Der 
iibrige Ionengehalt der Lésung bleibt praktisch konstant. Dies 
hat seinen Grund darin, daB das Natriumacetat fast vollkom- 
men dissoziiert ist, waihrend die Essigsiure nur zum kleinsten 
Teil in ihre [Ionen zerfallen kann. Es kommen deshalb bei 
einem entsprechend hoch gewahliten Gehalt an Natriumacetat, 
wodurch sehr viele Acetationen in die Lésung gelangen, die 
durch die elektrolytische Dissoziation der freien Essigsiure noch 
hinzukommenden Acetationen nicht oder wenigstens kaum mehr 
in Betracht. Allerdings lat sich bei dieser Versuchsanordnung 
nur der Elektrolytgehalt in der Lésung konstant halten, wih- 
rend die undissoziierten Molekiile mit wachsender Essigsiure- 
menge zunehmen miissen. Doch diirfen wir hofien, da die 


1) L. Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration. Verlag Julius 
Springer, Berlin 1914. 
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Wirksamkeit der Malzdiastase, wie dies bei den meisten Enzym- 
gruppen der Fall ist, wenn iiberhaupt, nur von Ionen beeinfluBt 
werden kann. 

Wir schenkten hier nur deshalb der Frage, bei wechseln- 
dem Wasserstoffionengehalt die Menge der iibrigen Ionen még- 
lichst gleich groB zu halten, eine besondere Aufmerksamkeit, 
da wir durch L. Michaelis’) kennen lernten, daB auffallen- 
derweise die Speicheldiastase fiir sich allein unwirksam ist und 
erst in chemischer Bindung mit Salzen oder deren Anionen 
ihre Tatigkeit entfalten kann. Schon die geringsten Mengen 
von Neutralionen vermochten einen wesentlichen EinfluB aus- 
zuiiben. Allerdings durften wir schon von vornherein einen 
gewissen Unterschied in diesem Verhalten zwischen Speichel- 
und Malzdiastase erwarten, da von L. Preti*) nachgewiese « wurde, 
da die aus Malz gewonnene Diastase-Maltin (Me ck) auch 
nach der Dialyse ihre Wirksamkeit beibehilt. P.1 den tieri- 
schen Diastasen finden wir namlich die enzymatische Tatigkeit 
nach der Dialyse, wodurch die anorganischen Salze entfernt 
werden, fast auf Null herabgedriickt. Auf die Notwendigkeit 
der Anwesenheit wenigstens geringer Mengen von Neutralsalzen 
fiir die Betatigung des diastatischen Fermentes hat neben vielen 
andern Forschern besonders auch E. Starkenstein*) aufmerk- 
sam gemacht. 


I. Versuchsreihe., 


Bei der Durchfiihrung unserer Untersuchung hielten wir 
uns an folgende Arbeitsweise: Alle Versuche fiihrte man in 
diinnwandigen 150 cem-MeBkélbchen durch. In diese Kélbchen 
wurden je 3,75 g lufttrockene, lésliche Starke eingewogen und 
in heiBem Wasser sowie durch kurzes Aufkochen gelést. Wir 
erzielten so eine 2°/,ige Lésung an Starketrockensubstanz, da 
die verwendete Starke nach Analysenbefund 20,05°/, Feuchtig- 
keit enthielt. Die Starke muBte genau abgewogen werden; 
denn sie vermochte Fehlingsche Lésung ein wenig zu redu- 
zieren. Nach dem Abkiihlen der Stiarkelésungen setzte man 
ihnen die entsprechende Menge an Pufferkérpern zu. Fir die 


1) 4 Cc. 
®) L. Preti, diese Zeitschr. 4, 1, 1907. 
%) E. Starkenstein, diese Zeitschr. 24, 210, 1910. 
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Hauptversuche benutzten wir eine Mischung von "/,,.-Natrium- 


acetatlésung, von der wir je 7 ccm verwendeten, und "/,,-Essig- 


siure, deren Menge wechselte. Zur Erzielung groBerer Wasser- 
stoffionenkonzentrationen gebrauchten wir auch eine ®/, 
siure und fiir gréBere Hydroxylionenkonzentrationen eine 


ob alz- 


n/ 9-Natronlauge in Verbindung mit obiger Essigsiure bzw. 
Natriumacetatlésung. Allerdings wurde in diesen Fallen und 
auch in allen Fallen, bei denen die Natriumacetatmenge kleiner 
oder gréBer als 7 ccm gewahit wurde, neben dem Gehalt an 
Wasserstoffionen auch der der anderen Elektrolyten verindert. 
Doch glaubten wir diesen unvermeidlichen Nachteil um so eher 
in Kauf nehmen zu diirfen, als bei diesen, wie wir spiter sehen 
werden, vom Optimumspunkt weiter entfernten Proben der 
Einflu8 der Neutralionen, wenn iiberhaupt, nur noch in ver- 
schwindendem Mae in Betracht gezogen zu werden braucht. 
Den so vorbereiteten, auf 20° temperierten Kélbchen setzten 
wir je 15 mg unserer Diastase zu, die in 10 ccm Wasser gelost 
waren. Zu diesem Zweck hatten wir eine entsprechende Menge 
Diastase genau abgewogen und mit einer entsprechenden Menge 
Wasser in einer Reibschale innigst verrieben. Nach */, stiindigem 
Stehenlassen wurde filtriert und je 10 ccm den Stiarkeproben 
zupipettiert. Die Kélbchen wurden nun gut durchgeschiittelt 
und mit Wasser bis fast zur Marke aufgefiillt. Genau 1 Stunde 
lie8 man bei 20° den Stirkeabbau vor sich gehen. Nach Ab- 
lauf dieser Zeit stellte man die Proben in ein kochendes Wasser- 
bad von ziemlich groBem Inhalt und erhitzte mit starken 
Flammen. Die Proben nahmen nach etwa 2 bis 3 Minuten 
Kochtemperatur an. Man erhitzte auf diese Weise die Versuche 
10 Minuten lang, wodurch jede weitere Enzymtiatigkeit sicher 
aufgehoben wurde. Dann wurde abgekiihlt, bis zur Marke mit 
Wasser aufgefiillt und filtriert. In je 25 ccm des Filtrates er- 
mittelte man die Menge der entstandenen Maltose durch Re- 
duktion der Fehlingschen Lésung. 

Da die Enzymversuche an verschiedenen Tagen durch- 
gefiihrt werden muBten — es wurden héchstens drei Proben 
nebeneinander angesetzt — waren wir gezwungen, das Ab- 
wagen der Diastase und die iibrige Behandlung peinlichst genau 
und gleichmaBig vorzunehmen. LEinzelne Versuche stellte man 
zur Kontrolle doppelt an. Die Bestimmung der Maltose durch 
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Reduktion wurde in jeder Probe dreimal ausgefiihrt, da, wie 
wir unten sehen werden, sich oft nur sehr kleine Unterschiede 
zwischen den einzelnen Versuchen herausstellten. 

Die jeweilige Wasserstoffionenkonzentration wurde nach den 
Angaben von L. Michaelis') unter Verwendung der ruhen- 
den Wasserstoffatmosphire gemessen. Auch diese Messung 
wurde doppelt durchgefiihrt. Trotz sorgfaltigster Zusammen- 
stellung des Apparates und Priifung aller einzelnen Teile gelang 
es uns nicht, genau die von S. P. L.Sérensen') angegebenen 
Wasserstofizahlen fiir seine Puffermischungen zu _ erhalten. 
Unser Apparat lieferte stets etwas saurere Werte. So ergab 
ein Lésungsgemisch von 1 Teil */,, mol. sekundirem Phosphat 
mit 4 Teilen */,, mol. primairem Phosphat eine Wasserstoffionen- 
konzentration von py == 6,16 statt 6,24 nach Sdérensen. 
Dieser Unterschied von py = — 0,08 bleibt sich so ziemlich 
fiir gréBere und kleinere Wasserstoffionenkonzentrationen gleich. 
Kin Gemisch von 0,5 Teilen sekundéarem mit 9,5 Teilen pri- 
marem Phosphat obiger Konzentrationen zeigte in unserem 
Apparat ein py. == 5,50 statt 5,59 nach Sérensen. Allerdings 
arbeitet Sd6rensen mit strémendem Wasserstoffgas. Erwahnt 
sei auch die Tatsache, daB8 sich in manchen Proben nur 
schwierig die genaue Wasserstoffionenkonzentration ermitteln 
lieB, da der Nullpunkt trotz Verwendung eines duBerst emp- 
findlichen Mikroampéremeters sich nur unscharf einstellen lieB. 
Daran trigt scheinbar der hohe Stairkegehalt der Lésung die 
Schuld; denn die reine 2°/,ige Stirkelésung bereitete in dieser 
Hinsicht die gréBten Schwierigkeiten. Immerhin lieB sich bei 
einiger Ubung auch in diesen ungiinstigsten Fallen eine Ge- 
nauigkeit von py == +0,02 erreichen, was fiir unsere Zwecke 
als vollkommen ausreichend bezeichnet werden kann. 

Die bei obiger Versuchsanordnung gewonnenen Ergebnisse 
sind in Tabelle I zusammengestellt. 

Die Zahlen, die in Reihe 3 der Tabelle eingetragen wurden, 
geben die Mittelwerte Kupferoxyd in Milligramm an, die bei 
der Einwirkung von je 25 ccm der unverdiinnten Enzymproben 
auf die Fehlingsche Lésung erhalten wurden. Diese Werte 
in Maltose umgerechnet finden sich in Reihe 4. Da die ver- 


) 1a. 
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Maltosebildung bei 


Tabelle IL 


verschiedenen Wasserstoffionenkonzentre 


tionen unter Verwendung des Acetatpuffers. 
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1 2 3 4 6 
Erhalten aus 25cem| Maltose Wirk- 
Lésung entstanden | samkeit 
Zugesetztes Reagens PH aus 2g Trok- der 
CuO | Maltose | kenstirke | Diastase 
mg | mg g °fo 
10 com ®/,,.- Essigsdure 
{- 15 com ®/,.-HCl . . 2,14 27,0 18,2 0,009 1,8 
10 com 2/,,- Essigsaure 
+- 5 com ®/,,-HCl 2,57 32,4 21,9 0,024 4.8 
10 ccm ®/,,-Essigsaure 
+-2,5 com "/,9-HCl. . 2, 62,6 42,6 0,106 21,2 
10 ccm ®/,9-Essigsaure . 3,7 136,5 94,6 0,314 62,9 
4 com "/,9-Na-Acetat 
+ 20 com "/,9- Essigsiure | 4,19 190,8 133,5 0,470 94,2 
7 ccm "/,9-Na- Acetat 
+11,5ccem "/,9-Essigsiure | 4,52 194,3 136,0 0,480 96,2 
7 com "/,9-Na-Acetat 
+ 7 ccm ®/,)-Essigsiure | 4,70 195,7 137,1 0,484 97,0 
7 ccm "/,9-Na-Acetat 
+ 6cem "/,9-Essigsiure | 4,76 197,6 138,4 0,490 98,2 
7 com ®/,9-Na-Acetat 
+ 4,2 ccm "/,9-Essigsiiure | 4,87 200,8 140,7 0,499 100,0 
7 ccm "/,9-Na-Acetat 
+ 4 cem "/,9-Essigsiiure | 4,94 200,3 139,6 0,494 99,0 
7 com ®/,9-Na-Acetat 
+ 3cem "/,-Essigsiure . | 5,05 195,1 136,6 0,482 96,6 
7 ccm "/,9-Na-Acetat 
++ 2,1 ccm "/,9-Essigséiure | 5,16 195,6 137,0 0,484 97,0 
7 ccm /,9-Na-Acetat 
+ 1 ccm ®/,9-Essigsiure | 5,48 185,2 129,6 0,454 91,0 
10 ccm "/,, Na-Acetat . . | 5,99 171,5 119,6 0,414 83,0 
10 cem "/,9-Na-Acetat 
-+ 0,75 cem "/,9-NaOH . | 6,68 127,8 88,4 0,290 58,1 
10 ccm ®/,,-Na-Acetat 
+ 1,25 com "/,9-NaOH . | 7,25 32,4 21,9 0,024 4,8 
10 ccm ®/,9-Na- Acetat 
+2 cem */,9-NaQH 8,06 23,7 16,0 _ — 
10 cem "/,9-Na-Acetat 
+ 5 cem */,9-NaQH 9,62 26,2 17,7 0,007 1,4 


wendete Starke, wie erwahnt, allein schon eine kleine redu- 
zierende Wirkung auf Fehlingsche Losung ausiibte, sind die 
Zahlen in den Reihen 3 und 4 um diesen Betrag zu hoch. 
Ein Versuch ergab, daB 25 ccm einer Losung von 3,75 g 
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unserer Starke in 150 com Wasser, die man ebenso wie die 
Enzymproben nur ohne Diastasezusatz behandelte, 23,7 mg 
CuO 16,0 mg Maltose lieferten. Die Diastase enthielt keine 
reduzierenden Bestandteile; denn aus 25 ccm Starkelésung, die 
man mit 10 ccm durch Aufkochen enzymgetéteter Diastase- 
losung versetzt hatte und ebenfalls wie die iibrigen Proben 
weiter behandelte, erhielt man fast den gleichen Wert wie aus 
Starke allein: 23,9 mg CuO = 16,2 mg Maltose. Um den bei 
den verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen durch die 
Fermentwirkung allein entstandenen Maltosegehalt kennen zu 
lernen, zogen wir von der Gesamtmaltose (Reihe 4) den aus 
der Starke stammenden Anteil (16,0 mg) ab. Der so erhaltene 
Wert wurde der Berechnung fiir die ,aus 2 g Trockenstirke 
(oder 100 com Léosung) entstandene Maltose in g“ zugrunde 
gelegt. Diese Zahlen sind in Reihe 5 angegeben. Reihe 6 
endlich liefert ein MaB fiir die Betaitigung des Fermentes. Diese 
Zahlen wurden gewonnen, indem der Maltosehéchstwert gleich 
100 und die iibrigen Werte dazu in Proportion gesetzt wurden. 

Zur besseren Ubersicht 
haben wir die Werte auch 
in eine Kurventafel einge- 
tragen (Fig. 1). 

Bei Betrachtung der 
Wasserstoffzahlen sehen wir, 
daB sie nicht immer mit 
dem erwarteten theoreti- 
schen Wert ganz iberein- 
stimmen. Dies beruht einer- 
seits auf dem Puffergehalt 
der Diastase (Phosphate, Ei- 
weiGstoffe) und andererseits 
auf der etwas saueren Re- 
aktion der Stiarkelosung. 
Letztere ergab in 2°/,iger 
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Fig. 1. Maltosebildung bei ver- aids adi Ville elie eueiliam 
schiedenen Wasserstoffionenkon- 8; 


zentrationen unter Verwendung deten, ein py = 4,61. Die 
des Acetatpuffers. mit enzymvernichteter Dia- 


stase versetzte Starkelosung 
der gleichen Konzentration lieferte dagegen ein py = 5,31. Da- 
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durch k6énnen die an sich ja nur kleinen Abweichungen von 
dem dem Puffergemisch entsprechenden theoretischen Wert er- 
klart werden. 

Die gewonnenen Maltosewerte lassen einen Optimumspunkt 
erkennen, der bei einer Wasserstoffionenkonzentration von 
Pa = 4,87 gelegen ist. Da die Unterschiede der Maltosewerte 
in der Nahe dieses Punktes zum Teil kleiner sind als die bei 
der Reduktionsmethode unvermeidlichen Versuchsfehler — 
zwischen den einzelnen Enzymproben ergab sich begreiflicher- 
weise eine noch gréBere Fehlergrenze, was wir auch deutlich 
aus der Unstimmigkeit zwischen Versuch 11 und 12 ersehen 
konnen —, wollen wir nicht so sehr von einem ausgesprochenen 
Punkt als vielmehr von einer Zone der besten Wirksamkeit 
sprechen. Diese ist ungefahr zwischen py.== 4,7 und py-== 5,15 
gelegen. Bei einer Erhohung der Wasserstoffionenkonzentration 
bis py = 4,2 und einer Erniedrigung derselben bis py == 5,4 
tritt noch keine wesentliche Schwichung der diastatischen Kraft 
ein. Erst jenseits dieser beiden Grenzwerte findet eine dauberst 
rasche Hemmung der Fermentwirkung statt. Besonders emp- 
findlich zeigte sich die Diastase gegen eine Anreicherung von 
Hydroxylionen; denn schon kurz iiber dem wahren Neutralpunkt 


(Pr 7,07) bei einer Wasserstoffionenkonzentration von py 


== 7,25 sehen wir bei unserer Versuchsanordnung die Enzym- 
tatigkeit auf ein Minimum herabgedriickt. Bei langerer Ver- 
suchsdauer hitte sich sicherlich auch bei dieser Reaktion noch 
ein weitgehender Abbau der Starke durchfiihren lassen; doch 
war es uns hier, wie bei allen Untersuchungen, nur um die 
Ermitilung der auf einen bestimmten Wert (Héchstwert) be- 
zogenen relativen Wirksamkeit in Abhangigkeit von der Kon- 
zentration an Wasserstoffionen zu tun. Bei Beginn der Phe- 
nolphthaleinrétung (py. == 8,1) zeigte sich iiberhaupt keine 
Maltosebildung mehr. Bei noch gréBerer Hydroxylionenkonzen- 
tration ist natiirlich das gleiche der Fall. Die bei unserem 
letzten Versuch mit einem py: == 9,62 sich ergebende kleine 
Maltosemenge riihrt entweder von Versuchsfehlern oder von 
einer geringen Zersetzung her, die beim Kochen der Probe 
zwecks Enzymtétung, wobei auch eine schwache Gelbfarbung 
auftrat, stattgefunden haben kann. 

Um durch eine Vermehrung der Wasserstoffionen eine 
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Unterdriickung jeglicher Enzymwirkung zu erzielen, miissen wir 
die Lésung auf eine Wasserstoffionenkonzentration von py. == 2,1 
bringen. Bei dieser Wasserstoffionenkonzentration sowie bei der 
vorher kennen gelernten von py. == 8,1, die auf der alkalischen 
Seite die gleiche Enzymschwichung durch das Uberwiegen von 
Hydroxylionen bewirkt, kann selbst eine langere Versuchsdauer 
das Ergebnis nicht beeinflussen. Diese Werte haben absolute 
Giiltigkeit. Nicht unerwahnt wollen wir lassen, daB bei den 
Proben mit groBem Sauregehalt Gefahr besteht, daB die Stirke 
wihrend des kurzen Aufkochens nach Beendigung des enzyma- 
tischen Abbaus angegriffen wird. Wir haben deshalb auch bei 
den beiden ersten Versuchen der Tabelle die Erhitzungsdauer 
etwas abgekiirzt. Um die Angriffsméglichkeit von Saure auf 
Starke und Maltose zu studieren, stellten wir einen kleinen 
Versuch an: Wir bereiteten uns eine Loésung, die etwa 2°/, 
Starke und etwa 0,3°/, Maltose enthielt. Durch Zugabe von 
"/,9~5alzsiure brachten wir die Reaktion der Fliissigkeit auf 
ein Py == 2,23. Bei der Polarisation im 2 dm-Rohr ergab sich 
eine Drehung von « == 8,48°. Nach 10 Minuten langem Kochen 
und Wiederaufwiegen auf das urspriingliche Gewicht erhielten 
wir unter den gleichen Verhiltnissen fiir « = 8,43°. Von einem 
merkbaren Angriff der Maltose oder der Starke kann also nicht 
die Rede sein. Dasselbe trifft dann auch fiir obige Enzym- 
proben mit sehr saurer Reaktion zu, wodurch erwiesen ist, daB | 
die angegebenen Stairkeabbauprodukte nur durch die Tatigkcit 
der Diastase entstanden sind. 

Durch Bestimmung der Drehung im Polarisationsapparat 
versuchten wir, bei den einzelnen Enzymproben auch die Natur 
der gebildeten reduzierenden Substanzen zu ermitteln. Wir 
muBten jedoch diese Versuche bald aufgeben, da die Lésungen 
sich nur selten so klar filtrieren lieBen, daB eine genaue Ab- 
lesung méglich wurde. Je mehr Hydroxylionen vorhanden waren, 
um so blanker waren die Proben. Durch unsere Untersuchung 
glaubten wir zu erkennen, daf nicht immer eine direkte Be- 
ziehung besteht zwischen der Zunahme der Reduktion auf 
Fehlingsche Lésung und der Abnahme der Drehung. Nur 
durch eine infolge der gleichzeitigen Anwesenheit von Maltose 
und Stirke umstandliche Bestimmung der Dextrine lieBe sich 
der wichtigen Frage nach dem Einflu& der Wasserstoffionen- 
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konzentration auf das Verhiltnis der fermentativen Bildung von 
Maltose zu Dextrinen nahertreten. 


EinfluB der Neutralionen. 


Zur Beobachtung der Wirkung der durch das zugesetzte 
Natriumacetat in die Lésung gelangenden Elektrolyten wurden 
einige Versuche angestellt. Die Arbeitsweise im einzelnen blieb 
die gleiche, wie wir sie oben beschrieben haben, denn wir ver- 
wendeten 2°/, ige Starkelésungen, je 1,5 mg Diastase in 10 ccm 
Wasser gelést und lieBen die Einwirkung 1 Stunde bei 20° vor 
sich gehen. Nur die Menge des angewandten Puffergemisches 
wurde gewechselt, ohne seine Zusammensetzung und damit die 
Wasserstoffionenkonzentration in den Proben zu andern. Zur 
Kontrolle fihrten wir zwei Versuchsreihen — bei zwei ver- 
schiedenen Reaktionen — durch. Die gewonnenen Ergebnisse 
sind in Tabelle II vereinigt. 


Tabelle IL. 


Kinflu8 der Neutralionen auf die Maltosebildung. 





1 | 2 | 3 7 as _ a 6 


Erhalten aus 25 ccm | Maltose ent-| Zunahme 
Lésung standen aus der 
Zugesetztes Reagens 2g Trocken- | Maltose 
CuO Maltose stirke bildung 
mg mg g 


5 com "/,)-Na-Acetat 
+ 1,5 ccm "/,.-Essigsiure | 5, 194.9 | 136,4 0,482 
7ccm "/,)-Na-Acetat 
+ 2,1 com "/,)-Essigsiiure | 5,16 | 195,6 | 137,0 “0,484 
10 cem "/,,-Na-Acetat 
-+-3 ccm "/,9-Essigséure . 196,9 137,9 0,488 
15 ccm "/,,-Na-Acetat 
-+- 4,5 cem /,,-Essigsiure | 5,18 198,9 139,3 0,493 





7 ccm “/,,.-Na-Acetat 

-++-6cem °/,)-Essigsiure . | 4,76 | 138,4 0,490 
4ccm "/,)-Na-Acetat 
1+ 12 ccm "/,,-Essigsaure | 4,75 200, 140,5 0,498 














Fiir die in den einzelnen Reihen verzeichneten Werte gilt im 
allgemeinen das bei Tabelle I Gesagte, so daB auch hier in Reihe 5 
der schon aus der Starke stammende Anteil an reduzierenden 
Substanzen in Abzug gebracht wurde. In Reihe 6 findet sich die 
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Maltosezunahme eingetragen in Prozente, berechnet auf den der 
jeweiligen Versuchsreihe (Wasserstoffionenkonzentration) ent- 
sprechenden niedersten Wert. Diese Zunahme ist besonders 
bei der dreifachen Vermehrung der Puffermenge (Versuch 1 
und 4) sehr deutlich. Jedenfalls zeigt sich durch die Tabelle 
einwandfrei, daB trotz der gleichbleibenden Wasserstoffionen- 
konzentration, was in unseren Versuchen praktisch erreicht ist, 
durch Anreicherung des Puffergemisches eine Begiinstigung der 
Fermenttatigkeit stattfindet. Dies hat wohl seinen Grund in 
dem erhdhten Gehalt der Lésung an Elektrolyten (Acetat-, 
Natriumionen). ,.Man mite hdchstens der gréBeren Aciditit 
in den Proben (aktuelle Saiure) die Schuld geben, da durch die 
Vermehrung des Puffers eine unvermeidliche Zunahme an titrier- 
barer Saure stattgefunden hat, was sich natiirlich auch analy- 
tisch nachweisen lieB. Diese Erscheinung stiinde aber ziemlich 
vereinzelt da, so da8 wir besonders in Anbetracht der eingangs 
erwaihnten Arbeiten verschiedener Forscher auch bei der Diastase 
des Malzes bis zu einem gewissen Grade von einem férdernden 
Einflu8 der Neutralionen sprechen kénnen. Erst weitere Unter- 
suchungen kénnen uns einen genauen Einblick in diese Ver- 
haltnisse gewihren. Dabei miissen wir aber, worauf schon 
C. Oppenheimer’) hinweist, ein besonderes Augenmerk auf 
die Wasserstoffionenkonzentration richten. Dies ist leider bei 
allen friiheren Arbeiten fast ganz auBer acht gelassen worden, 
so auch bei den interessanten Untersuchungen von J. Wohl- 
gemuth?’), der unter Beriicksichtigung der Normalitaét an Alkali 
bzw. Saiure in der Fliissigkeit einen ganz gewaltigen EinfluB 
des Chlornatriums (Chlorionen) auf die Wirksamkeit der tierischen 
Diastasen zu zeigen vermochte. 

Beziiglich der Starke des Neutralioneneinflusses auf die 
diastatische Wirksamkeit kénnen wir auf Grund unserer Ver- 
suche in Tabelle II bemerken, da8 die Neutralelektrolyten natir- 
lich bei weitem nicht an die Bedeutung der Wasserstoffionen 
in diesem Punkte heranreichen. Nur innerhalb der Zone der 
giinstigen Wasserstoffionenreaktion, bei der naturgemaB der Ein- 


’) C. Oppenheimer, Die Fermente und ihre Wirkungen. Leipzig, 
Verlag F. C. W. Vogel, 1913, 4. Aufl, S. 291. 
*) J. Wohlgemuth, diese Zeitschr. 9, 1, 1908; 39, 324, 1912. 
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flu8 der Wasserstoffionen zuriickgedringt ist, tritt die Wirksam- 
keit der Neutralionen etwas mehr in den Vordergrund. 

Aus diesem Grund haben wir vorher die Versuche der 
Tabelle I mit gréBter und kleinster Konzentration an Wasser- 
stoffionen, die nicht mit gleichem Gehalt an Natriumacetat und 
damit an Neutralionen, wie dies bei den mittleren Proben der 
Fall war, durchgefiihrt werden konnten, als praktisch vollkommen 
unseren Zwecken entsprechend bezeichnet. 


LAM Ie pelae 


II. Versuchsreihe. 


Eine weitere Versuchsreihe, die die Auffindung der opti- 
malen Wasserstoffionenkonzentration fiir Malzdiastase bezweckte, 
fiihrten wir unter Benutzung des Phosphatpuffergemisches durch. 
Wir verwendeten dazu die von S. P. L. Sérensen') vor- 
geschlagenen Salze und bereiteten uns zu diesem Zweck Lésungen 
von */,, mol. primirem Kaliumphosphat (KH,PO,) und von 
*/,, mol. sekundirem Natriumphosphat (Na,HPO,.2H,O). Bei 


ne alana 6 ai 


BER aa RP ee aa ie. 


Tabelle LII. 


Maltosebildung bei verschiedenen WasSerstoffionenkonzentra- 
tionen unter Verwendung des Phosphatpuffers. 





te. Ss 8 5 


Erhalten aus 25 ccm | Maltose ent- Wirksam- 
Lésung standen aus 

Zugesetztes Reagens Py 2 g Trocken- 

CuO Maltose stirke 


0 
mg mg ~ 0 


keit der 
Diastase 


10 cem ™/,,-KH,PO, 
+1leem */,,-Essigsiure 194,1 135,9 0,480 96,0 
10 cem ™/,,- KH,PO, 
+ 0,4cecem ®/,,-Essigsiiure 198.5 139,1 0,492 98,4 
10 ccm ™/,,-KH,PO, 
| 0,2cem ®/,.-Essigsiure 200,8 0,499 99.8 
10 ccm ™/,,-KH,PO,. . . 201,2 0,500 100,0 
9,7 cem ™/,,-KH,PO, 
-+-0,3 com ™/,,-Na,HPO, | 5,1: 198,9 0,493 
9,4ccm ™,,-KH,PO, 
+ 0,6 cem ™/,,-Na,HPO, 182,0 $1, 0,462 
8ecem ™,,-KH,PO, 
+2cem ™/,,-Na,HPO, 171,7 0.415 














1) |, Cc, 
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Benutzung dieses Puffergemisches war es von vornherein aus- 
geschlossen, den Gehalt an Neutralionen gleichzuhalten. Da die 
Kaliumphosphatlésung allein nur eine Wasserstoffionenkonzen- 
tration von py. = etwa 4,4 zeigte, setzten wir den Versuchen, 
die eine saurere Reaktion aufweisen sollten, auBerdem noch 
n/ o-Essigsiure zu. Die Arbeitsweise blieb sonst die gleiche wie 
bei Versuchsreihe I. Die Ergebnisse finden sich in Tabelle III. 
deren Reiheniiberschriften genau denen der Tabelle I ent- 
sprechen. 

In der Fig. 2 sind die erhaltenen Werte auch graphisch 
eingetragen (Kurve I). Zum besseren Vergleich haben wir da- 
neben als Kurve II auch die entsprechenden Ergebnisse der 
Versuchsreihe I unter Verwendung des Acetatpuffers aufgezeichnet. 
Da auBerdem hier ein groéBerer MaBstab als bei Fig. 1 zugrunde 
gelegt wurde, kénnen wir den Verlauf des fraglichen Kurven- 


teils schairfer beobachten. 
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Fig. 2. Maltosebildung bei verschiedenen 
Wasserstoffionenkonzentrationen unter Ver- 
wendung des Phosphat- bzw. Acetatpuffers. 
Kurve I = Phosphatpuffer. Kurve II = Acetatpuffer. 


Wenn wir auch die absoluten Werte an gebildeter Maltose, 
die bei Verwendung des Acetat- und Phosphatgemisches er- 
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halten wurden, genau genommen wegen des Elektrolyteinflusses 
bei letzterer Arbeitsweise nicht direkt miteinander vergleichen 
diirften, so sehen wir doch, daB eine sehr gute Uberein- 
stimmung vorhanden ist, da die zugesetzten Salzmengen bei 
Versuchsreihe II sowohl innerhalb der einzelnen Proben als 
auch gegeniiber der Versuchsreihe I nicht wesentlich veriandert 
wurden. Auch der Verlauf der beiden Kurven, die die relativen 
Werte anzeigen, ist im groBen und ganzen ziemlich gleich. Das 
viel unregelmaBigere Bild beim Acetatgemisch ist uns nicht 
ohne weiteres erklarlich. Doch erkennen wir, da8 der Optimums- 
punkt beider Kurven sehr nahe beisammen liegt. Das Phosphat- 


gemisch lieferte ein py — 4,95 gegen ein py = 4.87 beim 
Acetatpuffer. Auch jetzt zeigte sich wieder, sogar noch etwas 
deutlicher, zwischen py-== 4,6 und p,.== 5,15 nur ein kleiner 


Unterschied in der diastatischen Wirksamkeit. Aus den vor- 
her erwahnten Griinden (Versuchsfehlergrenze, ElektrolyteinfluB) 
wollen wir auch hier vorsichtshalber mehr von einer Zone der 
besten Wirksamkeit sprechen. Bei einer Anreicherung von Hydro- 
xylionen zeigte sich eine etwas schnellere Hemmung der fer- 
mentativen Tatigkeit als bei einer Vermehrung des Wasserstoff- 


ionengehaltes. 


Ill. Versuchsreihe. 


SchlieBlich wurden noch Versuche angesetzt, bei denen man 
nicht die gebildete Maltose durch Wagung des reduzierten Kupfer- 
oxyds bestimmte, sondern bei denen man den durch Einwirkung 
des Enzyms bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen 
stattgefundenen Stirkeabbau nach dem mit Jodlésung auftreten- 
den Farbton beurteilte. Wir hielten uns dabei an die einfache 
Arbeitsweise, die L. Michaelis') beim Studium der Speichel- 
diastase angewendet hatte. Der groBe Vorteil dieser Methode, 
bei der natiirlich nur der Punkt der besten Wirksamkeit, aber 
niemals der Grad der Enzymhemmung bei anderen Wasserstoff- 
ionenkonzentrationen zahlenmaBig ermittelt werden kann, liegt 
in der schnellen Durchfiihrbarkeit des Verfahrens in wenigen 
Stunden, wodurch man mit einer einzigen Stirke- und Diastase- 
losung auskommt. Jegliche Fehlerquelle beim Abwigen und 
Auflésen wird dadurch verhindert. 


*) 1 ©. 
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Als Puffergemisch gelangte Essigsiure und Natriumacetat 
zur Anwendung. Die Menge des Acetats wurde zwecks Kon- 
stanthaltung der Neutralionen fiir alle Proben gleich groB gewihit, 
Wir gaben 3 g lufttrockene, losliche Starke in einen 500 ccm- 
MeBkolben, versetzten mit kochendem Wasser und stellten durch 
Erhitzen eine klare Loésung her. Nach dem Abkiihlen pipet- 
tierte man 30 ccm ®/,,-Natriumacetat hinzu und fiillte mit Wasser 
bis zur Marke auf. Von dieser Lésung gab man genau je 
50cem in 7 Erlenmeyerkélbchen. In jeder Probe waren also 
neben der Starke noch 3ccm 2/,,-Natriumacetat vorhanden. 
Um die Wasserstoffionenkonzentration zu verindern, setzten wir 
den Versuchen in geometrischer Reihe wachsende Mengen an 
no Essigsaure zu und brachten dann durch Zugabe entsprechen- 
der Mengen an Wasser den Inhalt aller Kélbchen auf das 
gleiche Gesamtvolumen. AuBerdem fiillten wir eine gréBere 
Anzahl von Reagensglisern von méglichst gleicher Form mit 
je 5cem n-10~*-Jodlésung. Als wirksames Ferment benutzten 
wir eine Auflésung von 63 mg unserer Diastase in 45 ccm Wasser, 
von der wir nach innigem Verreiben und Filtrieren je 5 ccm 
(7 mg Diastase) verwendeten. Diese Menge pipettierten wir nun 
in Abstaénden von genau 2 Minuten der Reihe nach den einzelnen 
Erlenmeyerkélbchen zu. Wir schiittelten gut durch und lieBen 
bei Zimmertemperatur stehen. Von Zeit zu Zeit entnahmen 
wir aus einer der Proben je 5ccm Flissigkeit, die wir einem 
mit Jodlésung beschickten Reagensglas zusetzten, um den Grad 
des Stiirkeabbaus zu studieren. Nach 30 Minuten vom Beginn 
der Diastasezugabe gerechnet, zeigte Kélbchen 3 schon einen 
ins Gelbe gehenden roten Farbton. Deshalb betrachteten wir 
die Enzymwirkung als geniigend weit fortgeschritten. Wir gaben 
nun in Abstaénden von wieder 2 Minuten aus jedem Enzym- 
versuch je 5 cem Fliissigkeit den mit Jodlésung gefiillten 
Glischen zu. Man erhielt auf diese Weise eine Reihe ver- 
schiedener Farbténe, die wir verglichen. 

Von den am weitesten abgebauten Proben bestimmte man 
durch Gaskettenmessung die Wasserstoffionenkonzentration. Die 
Angaben iiber die Beschickung der Kélbchen im einzelnen und 
die Ergebnisse finden sich in Tabelle IV zusammengestellt. 

Durch diese Versuche zeigte es sich, daB die Diastase 
zwischen py-== 4,49 und py-== 4,96 ihre Wirksamkeit am besten 
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Tabelle IV. 
Stirkeabbau bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentra- 
tionen, beobachtet durch Jodfarbung. 














Zugesetzt 
Probe] ® ,,-Na- Do - Essig- , Farbe 

se W asser . < p 

Acetat saiure mit Jodlésung H 
Nr. cem eem ecm 

1 3,0 12,8 — blauviolett - 
2 3,0 6,4 6,4 gelbrot 4,36 
8 3,0 4,7 8,1 rotgelb 4,49 
4 3,0 3,2 96 rotgelb 4.67 
5 3,0 1,6 11,2 rotgelb 4,96 
6 3,0 0,8 12,0 rot 5,26 
7 3,0 0.4 12,4 rotviolett —_ 


zu entfalten vermochte. Probe 4 lieS ohne Anderung des Farb- 
tons eine etwas geringere Farbtiefe als die benachbarten Ver- 
suche erkennen, so dai eine Wasserstoffionenkonzentration von 
Py = 4,67 bei obiger Anordnung als Optimum bezeichnet 
werden konnte. 

Um eine gréBere Genauigkeit zu erreichen, wurden diese 
Versuche mit der Abanderung wiederholt, daB wir die Menge der 
zugesetzten Essigsiiure feiner abstuften. Die Reihe der Essig- 
siure enthielt nun den Quotient 1,25, statt wie oben den 
Quotient 2. Auf diese Weise lieBen sich zwischen den einzelnen 
Proben Unterschiede in der Wasserstoffionenkonzentration von 
Py == 0,097 erzielen. Die mit Natriumacetat versetzte Stirke- 
lésung blieb auch fiir diese Versuchsreihe die gleiche. Die 
Diastaselésung wurde jedoch verdiinnter gewahlt. Wir lésten 
25 mg Diastase in 100 ccm Wasser unter den iiblichen Vorsichts- 
maBregeln und verwendeten fiir jedes Erlenmeyerkélbchen, von 
denen diesmal 9 zur Anwendung kamen, je 5 ccm, so daB dem- 
nach jeder Probe nur 1,25 mg Diastase zugesetzt wurden. Der 
Abbau dauerte dementsprechend linger. Bei zwei verschiedenen 
Zeiten, d. h. bei zwei verschiedenen Stufen der Starkespaltung 
wurden die Farbungen mit Jodlésung vorgenommen. Die Zu- 
gabe der Diastaselésung sowie die Entnahme von Fliissigkeit 
zwecks Einwirkung auf Jodlésung fiihrte man, wie vorher, in 
Abstinden von 2 Minuten durch. 

In Tabelle V finden sich die genauen Angaben iiber die 
Art und die Ergebnisse der Versuche. 

i 
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Stairkeabbau bei 
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Tabelle V. 


kleineren Unterschieden 





an Wasserstoff- 


ionenkonzentrationen, beobachtet durch Jodfairbung. 

















S Zugesetzt 

2 Jo to Na- "/,9-Essig-| Farbe mit Jodlésung 

% | Acetat siure | Wasser Py 
Nr.}| ccm com com nach 11), Std. | nach 4%/, Std. 

] 3,0 7,5 _ tiefblau dunkelrotbraun 

2 3,0 6,0 1,5 blau rotbraun — 
3 3,0 4,8 2,7 blauviolett braunlich 4,46 
4 3.0 3,8 $.7 blauviolett dunkelgelb 4,55 
5 3,0 3,0 4,5 violett gelb 4,64 
6 3,0 2,4 5,1 violett hellgelb 4,74 
7 3.0 19 5.6 rotviolett heller gelb 4,83 
8 3,0 1,5 6,0 violett hellgelb 4,92 
9 3,0 1,2 6,3 dunkelviolett gelb 5,02 





Die nach 1*),stiindiger Einwirkung entnommenen Fliissig- 
keitsproben lieferten mit Jodlésung solch tiefe Farbténe, dab 
zu jedem Reagensglas noch 10 ccm Wasser zugesetzt werden 
muBten, um die Farbunterschiede besser wahrnehmen zu kénnen. 
Sehr gute Dienste zur Erkennung der verschiedenen Farb- 
schattierungen leistete uns, auch bei dem 4?/,stiindigen Versuch, 
das von uns’) und gemeinsam mit H. Liiers*) nach dem Prinzip 
von G. 8. Walpole*) konstruierte Colorimeter, das zur Formol- 
titration und Saurebestimmung verwendbar ist. Wir pipettierten 
in die in den erwahnten Abhandlungen naher beschriebenen 
Glaischen je 10cem Jodlésung und gaben in Abstainden von 
2 Minuten die fraglichen Proben der Reihe nach zu. Bei zu 
dunkel gefairbten Versuchen muBbte durch Versetzen mit gleichen 
Wassermengen aufgehellt werden. Auf diese Weise lieBen sich 
die in der Tabelle angegebenen kleinen, aber wichtigen Unter- 
schiede in der Farbe gut beobachten, was bei den Reagensglas- 
proben oft nur schwer durchfiihrbar war. 

Als Punkt der besten Wirksamkeit fiir die Diastasetiatig- 
keit erkennen wir deutlich eine Wasserstoffionenkonzentration 
von py == 4,83, ein Wert, der sich sehr gut mit den vorher 


1) L. Adler, Zeitschr. f. das ges. Brauwesen, 38, 241, 1915. 

*) H. Liiers und L. Adler, Zeitschr. f. Untersuchung d. Nahrungs- 
u. GenuBmittel 29, 281, 1915. 

*) G. 8S. Walpole, Proc. Roy. Soc. 40, 27, 1910; Journ. of Biolog. 
Chem. 5, 207, 1910. 
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bei den Reduktionsmethoden erhaltenen Zahlen von py-== 4,87 
bzw. py-—= 4,95 deckt. Diese Ubereinstimmung der Ergebnisse 
war nicht von vornherein vorauszusehen; denn wihrend es sich 
bei den Reduktionsversuchen (Versuchsreihe I und II) darum 
handelte, den EinfluB der Reaktion auf die Diastasetatigkeit 
nach der Menge der gebildeten Rohmaltose zu ermitteln, wobei 
nur eine kurze Einwirkungszeit des Ferments in Betracht kam 
und ein groBer Uberschu8 an Stirke auch nach Beendigung 
der Enzymwirkung vorhanden war, lagen die Verhiltnisse bei 
Versuchsreihe III wesentlich anders. Hier beurteilten wir nam- 
lich den Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die 
Fermenttatigkeit nach der Farbung der Starkeabbauprodukte 
mit Jodlésung, d. h. nach der Gattung der gebildeten Dextrine. 
AuBerdem wurde der EnzymprozeB sehr weit getrieben, indem 
fast alle Starke angegriffen wurde, und auch die Einwirkungs- 
zeit war bedeutend veraindert; sie war vor allem bei der letzten 
Versuchsreihe sehr gro}. Wir erwihnen diese Verhiltnisse nur 
deshalb besonders, da wir uns bewu8t waren, unter Umstinden 
verschiedene Ergebnisse iiber den EinfluB der Wasserstoffionen 
auf die Wirksamkeit der Diastase zu erhalten, je nachdem ob 
wir zur Beurteilung der Fermenttitigkeit die Maltosebildung 
oder die Dextrin-Jodfarbung heranziehen, oder ob wir eine kurze 
oder lange Einwirkungsdauer unseren Versuchen zugrunde legen, 
oder endlich, ob wir den Starkeabbau nur ein wenig oder voll- 
kommen vor sich gehen lassen. 

Auch aus Tabelle V erkennen wir im Einklang mit unseren 
friiheren Ergebnissen, da zwischen py-== 4,6 und py-= 5,02 
eine Zone besteht, innerhalb der eine Verschiebung der Wasser- 
stoffionenkonzentration nur eine verschwindende Wirkung auf 
die Diastasetitigkeit verursacht. 


Ergebnisse. 


Als Punkt der besten Wirksamkeit fiir Malzdiastase (bei 
einer Temperatur von 20°) fanden wir eine Wasserstoffionen- 
konzentration von py-=etwa 4,9. Dieser Wert ergibt sich bei 
Beurteilung der Enzymtiatigkeit sowohl nach der entstehenden 
Reduktion von Fehlingscher Lésung als auch nach der mit Jod- 


lésung eintretenden Farbung der gebildeten Stiirkeabbauprodukte. 
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Durch die Lage des Wirkungsoptimums unterscheidet sich die 
Malzdiastase demnach wesentlich von der Speicheldiastase. 

Zwischen den Wasserstoffionenkonzentrationen von py. == 4,6 
und py-= 5,2 liegt eine Zone der besten Wirksamkeit, da inner- 
halb dieser Grenzen eine Anderung der Reaktion nur einen 
geringen Einflu8 auf die fermentative Kraft ausiibt. Auch der 
Optimumspunkt ragt nur unwesentlich tiber diese Zone heraus. 

Bei Erhéhung der Wasserstoffionenkonzentration unter 
Py = 4,6 sowie bei Verminderung derselben iiber py- = 5,2 
tritt rasch eine Hemmung der Enzymtitigkeit ein. Erst durch 
eine Wasserstoffionenkonzentration von py = 2,1 wird die Dia- 
stase vollkommen unwirksam. Das gleiche tritt schon bei einer 
bedeutend geringeren Anreicherung von Hydroxylionen ein; 
denn bei einer Reaktion von py-= 8,1 sehen wir die Bildung 
von Fehlingsche Lésung reduzierenden Substanzen ganzlich unter- 
driickt. Auch bei neutraler Reaktion (py 7,07) kann die 
Diastase ihre Tatigkeit nur noch ganz schwach entfalten. 

Wir fanden auch die Neutralionen nicht ohne Wirkung 
auf die Diastase, so daB man beim Studium des Einflusses der 
Wasserstoffionen die Menge an anderen Elektrolyten gleich zu 
halten gezwungen ist. Die Ionen des Natriumacetats begiinstigten 
die Fermenttitigkeit. Sie standen jedoch beziiglich ihrer Wirk- 
samkeit naturgemaéB hinter den Wasserstoffionen zuriick. Nur 
innerhalb der Zone der optimalen Reaktion, bei der wir die 
Bedeutung der Wasserstoffionen verringert sehen, tritt die Wirkung 
der Neutralelektrolyten etwas mehr hervor. 

Ubertragen wir nun unsere Ergebnisse auf die Phosphor- 
siureverhaltnisse eines Malzauszuges (Wiirze), so kénnen wir 
behaupten, daB die Angaben A. Fernbachs’'), das Wirkungs- 
optimum liege fiir die Diastase bei der Reaktion des primiren 
Phosphates, nicht restlos zutreffen. Deshalb stimmt auch der 
von 8. P. L. S6rensen’*) auf Grund der Fernbachschen Ver- 
offentlichung berechnete Punkt der besten Wirksamkeit, den 
er mit py etwa 4,5 (Reaktion des primaren Phosphates) an- 
gibt, mit unseren experimentellen Ergebnissen nicht vollstandig 
iiberein. GemaB unseren Befunden diirfen wir die Bemerkung 
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Fernbachs insofern ein wenig berichtigen, als wir die Reaktion 
eines Malzauszuges dann fiir die giinstigste beziiglich der Dia- 
stasetiitigkeit bezeichnen wollen, wenn von den Phosphaten 
etwa 99°), als primires und etwa 1°, als sekundiires Salz 
vorhanden sind. Diese Phosphatmischung nimlich entspricht 
einer Wasserstoffionenkonzentration von py. == etwa 4,9. Aus 
all diesen Griinden kénnen wir auch der Behauptung, die Methyl- 
orangeneutralitat sei die beste Reaktion fiir die Diastasetatig- 
keit, nicht ohne weiteres zustimmen; denn dieser Indikator 
fangt nach unseren Untersuchungen erst bei einem py = etwa 
4,3 an, von Gelb in Orange umzuschlagen. DaB eine Ver- 
mehrung des sekundiren Phosphates, besonders wenn die Menge 
2° , des Gesamsphosphats zu iibersteigen beginnt, auf die enzy- 
matische Kraft der Diastase auBerst hemmend wirkt, wurde 
durch unsere Versuche bestitigt. Bei Anwesenheit von 95° , 
sekundirem Phosphat unter den Gesamtphosphaten ist jegliche 
Diastasewirkung ausgeschlossen. Die Reaktion der Lésung zeigt 
in diesem Fall ein p,. == etwa 8,1 und bedingt dadurch eine 
schwache Rosafarbung des Phenolphthaleinindicators. SchlieBlich 


muB, genau genommen, auch die in einem Extrakt vorhandene 


Gesamtmenge der Phosphate beriicksichtigt werden, da neben 
den Wasserstoffionen auch noch die Phosphationen (HPO,”, 
H,PO,’) eine Rolle spielen kénnen. 
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Mikrovolumetrische Bestimmung sehr geringer 
SO,-Mengen’), 


Il. Beitrag zu einer neuen Methodik fiir quantitativ- 
chemische Analysen. 
Von 
H. J. Hamburger, Groningen (Holland). 
(Hingegangen am 21. Juli 1916.) 


Mit 3 Figuren im Text. 


1. Einleitung. 


In meinem Aufsatz: ,,Eine einfache Methode zur quanti- 
tativen Bestimmung sehr geringer Kaliummengen“*) habe ich 
nachgewiesen, wie man unter Einhaltung gewisser Kautelen in 
einfacher Weise auf mikrovolumetrischem Wege sehr kleine 
Kaliummengen in genauer Weise quantitativ bestimmen kann. 
Man hat nur die kaliumhaltige Lésung mit einer Lésung von 
Natriumkobaltidnitrit zu versetzen, wodurch es als Kalium- 
natriumkobaltidnitrit (Cobaltgelb) vollstandig ausfallt, und das 
Volum des gebildeten Niederschlags nach Zentrifugierung in 
einem kalibrierten Capillarrohr ohne weiteres zu messen. Das 
Verfahren verbindet Einfachheit mit Genauigkeit; von Aus- 
waschen, Trocknen, Gliihen und Wagen ist nicht die Rede, und 
was die Genauigkeit betrifft, so brauchen keine gréBeren Ver- 
suchsfehler als 0,000074 g Kalium gemacht zu werden. Diese 
Genauigkeit wird von keiner der bis jetzt bekannten Kalium- 
bestimmungsmethoden erreicht. In dieser Weise ist es also 
moglich geworden, den Kaliumgehalt einer Lésung, die nur 


) Eine kurze Mitteilung erschien in den Sitzungsber. d. Koninklyke 
Akad. van Wetenschappen te Amsterdam, 28. April 1916. 

*) Hamburger, diese Zeitschr. 71, 415, 1915; vgl. auch daselbst 
74, 414, 1916. 
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0,0074 g Kalium enthalt, mit einer Genauigkeit von 1°), zu 
ermitteln. Hierdurch eréffnet sich die Méglichkeit, Probleme 
iiber die Physiologie und die Pathologie des Kaliums in die Hand 
zu nehmen, die auf Grund des Fehlens einer zuverlissigen und 
zu gleicher Zeit einfachen Kaliumbestimmungsmethode bis jetzt 
nicht in Angriff genommen werden konnten. Ich erlaube mir, 
in dieser Beziehung auf eine Arbeit iiber die Permeabilitaét von 
roten Blutkérperchen fiir Kalium unter physiologischen Be- 
dingungen hinzuweisen’). In nichster Zeit werden noch andere 
Untersuchungen, die sich mit dem Kaliumproblem befassen, 
aus meinem Laboratorium erscheinen. 

Ahnlichen Schwierigkeiten, wie beim Kalium, begegnet man 
sowohl von physiologischer wie von pathologischer, und man 
darf wohl hinzufiigen, von rein chemischer Seite bei der quan- 
titativen Bestimmung des SO,. Die dafiir zur Verfiigung stehen- 
den Methoden sind umstandlich und auBerdem von iiberaus 
ungeniigender Genauigkeit. Es kann daher nicht wundernehmen, 
da unsere Kenntnis des SO,-Haushaltes und des S-Haushaltes 
im allgemeinen noch viel zu wiinschen iibrig laBt. Wir haben 
deshalb versucht, auch das SO, auf mikrovolumetrischem Wege 
quantitativ zu bestimmen. Nach vielen vergeblichen Versuchen 
ist es gelungen. 


2. Schwierigkeit bei der quantitativen Bestimmung des SO,. 

DaB SO, durch BaCl, gefallt wird, weiB jeder, der ein 
halbes Jahr Chemie gelernt hat. Die Reaktion gilt als ein 
klassisches Beispiel von Priazipitatbildung. Nach den bei K 
gemachten Erfahrungen erwartete ich also, da8 in einer sulfat- 
haltigen Lésung geringe SO,-Mengen ohne Schwierigkeit auf 
volumetrischem Wege bestimmt werden kénnten und zwar durch 
einfache Messung des Volums des gebildeten BaSO,. Jedoch 
lieferten die Versuche sehr unbefriedigende Resultate. Ver- 
schiedenartige Faktoren schienen das Volum des aus einer 
und derselben SO,-Menge gebildeten BaSO, zu beeinflussen; die 
Temperatur, die Wassermenge, die GréBe des UbermaBes an 
BaCl,, der Siuregehalt, die Anwesenheit verschiedenartiger Sub- 
stanzen, die in der eiweiBfreien Lésung biologischer Fliissig- 


') Hamburger, Wiener med. Wochenschr. 1916, Nr. 14 und 15; 
Festnummer fiir Prof. S. Exner. 
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keiten vorzukommen pflegen, ja sogar die Art und Weise, in 
der Fliissigkeit und Reagens miteinander vermischt werden. 
Bei genauer Durchstudierung der Literatur erfuhr ich, dab 
auch die iibliche gewichtsanalytische Bestimmung des in BaSO, 
umgewandelten SO, mit denselben Schwierigkeiten zu kampfen 
hat. Man lese z. B. Traedwells Buch iiber ,,Quantitative 
Analysen“ (4. Aufl. 1907, 8S. 353). Es stellt sich dann heraus, 
daB, selbst wenn man BaCl, zu reiner verdiinnter Schwefelsaure 
hinzufiigt, das Gewicht des Niederschlags nicht immer dasselbe 
ist. Es wird dann BaCl, eingeschlossen, und zwar in einer 
Quantitat, die u. a. abhingig ist von der Weise, in der man 
BaCl, hinzufiigt, tropfenweise oder mit einem Male. Handelt 
es sich um eine reine Na,SO,-Lésung, so wird die Sache 
komplizierter, und die Komplikation nimmt zu, wenn zu 
gleicher Zeit noch andere Sulfate zugegen sind; insbesondere 
sind Calcium- und Eisensalze schidlich. Sie scheinen von dem 
BaSO, adsorbiert zu werden. Es ist nicht lange her, dab 
M. J. van’t Kruys ausfiihrliche systematische Untersuchungen 
iiber das Thema angestellt hat). SchlieBlich auBert er sich 
folgendermaBen: ,,Wie einfach eine Bariumsulfatbestimmung 
auch scheint, so zeigt sich doch, daB in Wirklichkeit die Aus- 
fiihrung derselben mit mehreren Ungenauigkeiten behaftet ist, 
die sogar trotz aller méglichen Vorsicht nicht vermieden wer- 
den kénnen.“ Die Methode, die er dann vorschlagt, um die 
Fehler teilweise zu vermeiden, ist noch ziemlich kompliziert. 
Belehrt durch die bei der Kaliumbestimmung gemachten 
Erfahrungen, riefen wir das Mikroskop zur Hilfe und fragten 
uns, ob die von uns beim SO, erhaltenen unbefriedigenden 
Resultate vielleicht mit der Natur des krystallinischen Nieder- 
schlags zusammenhingen. AuBerdem kamen uns die Ausfiih- 
rungen von Ostwald*) und Hulett*) in Erinnerung, nach 
denen die Léslichkeit eines krystallinischen Niederschlags desto 
gréBer ist, je kleiner die Krystallchen sind. In der Tat stellte 
sich nachtriglich heraus, daB wenn man, obgleich von der- 
selben SO,-Menge ausgehend, doch verschiedene Volumina BaSO, 
fand, diese Erscheinung stets mit Verschiedenheit des mikro- 


1) Van’t Kruys, Zeitschr. f. anal. Chem. 49, 393, 1910. 
2) Ostwald, Zeitschr. f. physikal. Chem. 34, 495, 1900. 
%) Hulett, Zeitschr. f. physikal. Chem. 87, 385, 1901; 47, 357, 1903. 
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skopischen Bildes einherging. Einmal bestand der Nieder- 
schlag gréBtenteils aus Niadelchen, dann wieder aus Saulchen, 
wieder ein andres Mal aus Kreuzchen; doch war nicht nur die 
Krystallform wechselnd, es wurden auch bedeutende GréBen- 
differenzen beobachtet. Und das alles bei einer und derselben 
Temperatur. Bei einer héheren Temperatur waren die Bilder 
wieder andere. Es scheint, daB man bis jetzt der Verschieden- 
heit des mikroskopischen Bildes des krystallinischen Nieder- 
schlags kaum Aufmerksamkeit geschenkt hat. Im Werke von 
Behrens-Kley’) findet man nur eine Krystallform des BaSO, 
abgebildet, und es wird iiber andere nicht gesprochen. 

Es erschien uns von Interesse, die Bedingungen ausfindig 
zu machen, unter denen die Krystallchen dieselbe Form und 
GréBe zeigen wiirden. 

Nun hatten uns die Untersuchungen bei der Kaliumbestim- 
mung gelehrt, daB, um brauchbare Resultate zu bekommen, die 
Krystallchen jedenfalls sehr fein sein miissen. Deshalb wurde 
bei niedriger Temperatur gearbeitet; denn man wei schon 
langst, da bei héherer Temperatur die BaSO,-Krystalle relativ 
groB ausfallen. Man wiinscht das zu erreichen, um gut ab- 
filtrieren zu koénnen. Daher laBt man die Fillung bei Koch- 
hitze stattfinden. Jedoch war fiir unseren Zweck Erniedrigung 
der Temperatur erfolglos. Die Krystallchen waren zwar im 
allgemeinen klein, besaBen aber eine sehr verschiedene Gestalt. 
Hinzufiigung von ein wenig Aceton war eins der haupt- 
saichlichsten Mittel, wodurch wir unser Ziel erreichten. 
Es handelt sich hier wohl um einen Einflu8 auf die Ober- 
flichenspannung. 

Wir werden die Schwierigkeiten, die wir weiter zu iiber- 
winden hatten, nicht besprechen und jetzt auf den modus 
operandi eingehen, der uns vollkommen befriedigende Resultate 
geliefert hat, d. h. wir erzielten: 1. fiir dieselbe SO,-Menge 
immer dasselbe Niederschlagsvolum: 2. ein n-faches 
Niederschlagsvolum aus einer n-fachen SO,-Menge und 
3. ein Niederschlagsvolum, das durch die Anwesenheit 
anderer in biologischen Flissigkeiten vorkommenden 
Salze nicht merkbar beeinfluBt wurde. 


1) Behrens-Kley, Anleitung zur mikrochemischen Analyse. 
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3. Methodik der mikrovolumetrischen SO,-Bestimmung. 

5 cem der sulfathaltigen Flissigkeit werden mit 
2"), cem Salzsaure versetzt (1 Volum konzentrierte 
Salzsaiure + 1 Volum Wasser). Zu diesem Gemisch 
wird hinzugefiigt 5 ccm einer 2,44°/,igen Lésung von 
BaCl,.2 aq, die von 0,08 bis 0,13 cem (3 bis 5 Tropfen) 
Aceton enthalten. 

Die Vermischung der angesiuerten SO,-Losung mit der 
acetonhaltigen BaCl,-Lésung erfolgt bei Zimmertemperatur. 

Es ist nicht nur das Verhiltnis zwischen den Volumina der 
salzsauren Sulfatlésung (7,5 ccm) und den der acetonhaltigen BaCl,- 
Lésung (5 ccm) von wesentlicher Bedeutung fiir die Gewinnung 
befriedigender Resultate, sondern auch die Art und Weise der 
Vermischung. Erfolgt dieselbe schnell, so bekommt man in 
Parallelversuchen andere Zahlen, als wenn man das Reagens 
langsam hinzufiigt. Dementsprechend sind auch die mikro- 
skopischen Bilder der krystallinischen Niederschlaige verschieden. 
Die Erklarung schien mir folgende zu sein, und sie wurde immer 
wieder durch die Erfahrung bestitigt. Fiigt man die BaCl,- 
Lésung langsam hinzu, so wird im Anfang noch freie Sulfat- 
lésung vorhanden sein. Setzt man die Hinzufiigung des Re- 
agenses fort, so nimmt das in Lésung befindliche SO, ab, und 
so erfahrt das Volumverhiltnis von Reagens und noch zu pracipi- 
tierendem SO, wihrend des ganzen Vermischungsprozesses Ver- 
ainderungen. Da weiter insbesondere die Menge des Acetons 
groBen EinfluB auf Gestalt und GréBe der Krystallchen ausiibt 
(wie gesagt, wahrscheinlich durch den Grad der Modifikation 
in der Oberflachenspannung der Krystalle), wird aus ahnlichem 
Grund auch der Verlauf der Acetonzugabe das Volum des 
Niederschlags beeinflussen. Je kleiner die Krystallchen, desto 
kleiner das Volum des Sediments. Der EinfluB der Mischungs- 
weise ist so groB, daB, wenn man zu zwei Parallelversuchen 
die acetonhaltige BaCl,-Lésung schnell und anscheinend genau 
in gleicher Weise hinzufiigt und dann behufs einer vollstindigen 
Vermischung unmittelbar umschiittelt, es sich zuweilen doch 
noch ereignet, daf die Volumina des Niederschlags nicht un- 
erhebliche Differenzen zeigen, was dann auch immer im mikro- 
skopischen Bilde seinen Ausdruck findet. Es schien uns des- 
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halb erwiinscht, eine Vorrichtung anzufertigen, die eine schnelle 
und vollstaéndige Vermischung gestattete. Folgendes Verfahren 
hat sich bewahrt. 

In ein dickwandiges Glasrohr wird ein kleineres Rohr ge- 


setzt, das einen Inhalt von etwa 5! 


» cem besitzt (vgl. Fig. 1). 
An dieses Réhrchen wird ein Glasstab geschmol- 
zen, das bis in den Kork- oder Gummistopfen 
reicht, mit dem das weite Glasrohr verschlos- 
sen wird. 

In das weite Rohr bringt man 7'/, ccm 
der Salzsiure enthaltenden Lésung (5 cem der 


zu untersuchenden SO,-Losung 2", cem HCl 





1:1). Dann wird das kleine Réhrchen in die 
Fliissigkeit gesenkt und mit 5 ccm der aceton- 
haltigen BaCl,-Losung beschickt. Es liegt auf | 
der Hand, da die beiden Rohre derartige 
Weiten haben miissen, daB die beiden Fliis- 
sigkeiten bei senkrechtem oder nahezu_ senk- 
rechtem Stande des Rohres unterhalb des 








Oberrandes des kleinen Rohres bleiben miissen. 








Der Stopfen wird so weit eingedriickt, dab \ C 
das kleine Rohr durch sanften Druck gegen den Ss U. 4 
Boden befestigt ist. Es gelingt nun durch ge- Fig. |. 


schicktes, rasches Schiitteln, die Vermischung von ‘), natiirl. Grobe 
Fliissigkeit und Reagens so zustande zu bringen, 
daB in den verschiedenen Roéhren, die genau dieselben Fliissig- 
keiten in gleichen Mengen enthalten, der krystallinische Nieder- 
schlag gleichmaBig ist, die Krystallchen die richtige Form und 
GréBe haben und dementsprechend die Sedimente ein gleiches 
Volum besitzen. Es ist nun psychologisch ganz merkwiirdig, 
da8 man an einem folgenden Tag, obgleich anscheinend genau 
in derselben Weise arbeitend, zuweilen andere Krystallchen und 
Volumina bekommt. Offenbar hat man in diesem Fall die 
erste Bewegung etwas anders ausgefiihrt. Es schien uns deshalb 
erwiinscht, die Vermischung auf automatischem Wege erfolgen 
zu lassen. 

Zu diesem Zweck werden die Rohren in einen Behilter 
gesetzt, dessen Einrichtung aus der Fig. 2 ersichtlich ist. 


Ein hélzerner Balken enthalt 12 Lécher, die fiir 12 Rohren 
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Fig. 2 


Raum bieten; letztere werden dadurch befestigt, daB auf die 
12 Stopfen ebenso viele Spirale driicken, die an einem ver- 
schiebbaren hélzernen Bilkchen angebracht sind. 

Dreht man nun den Behilter um, so stiirzt sich auf ein- 
mal das Reagens in die Sulfatlésung aus. Durch einige Wieder- 
holungen der Umdrehung wird in einem kurzen Zeitverlauf eine 
volistiindige Vermischung erzielt. 

Die Vermischung soll, wie gesagt, immer in derselben Weise 
erfolgen; es ist das fiir die sichere Erzielung eines selben Pra- 
cipitates in verschiedenen voneinander unabhingigen Versuchen 
keineswegs ohne Interesse. Es empfiehlt sich deshalb, die Be- 
wegung nicht durch die Hand zustande kommen zu lassen, 
sondern durch ein Gewicht, das mittels einer eisernen Stange 
an der Achse wirkt. Es kann auf der Stange verschoben wer- 
den, wodurch man es in der Macht hat, die Geschwindigkeit 
zu regeln. Man ersieht die Anordnung aus der Abbildung (Fig. 2). 
Daran bemerkt man einen Haken. Driickt man diesen aus 
dem Schraubenloch, so erfolgt die Umdrehung. Da die Ge- 
schwindigkeit aber doch noch von der Schnelligkeit dieses Manuals 
abhingt, ist nachtriglich eine Vorrichtung angebracht, die durch 
Abbildung (Fig. 3) verdeutlicht wird. Durch Ausziehen der 
Stange S faingt die Schwingung an. Jeder muB fiir seinen eignen 
Apparat ausfindig machen, welche Stelle das verschiebbare Ge- 
wicht auf der Stange haben mu, um die geeignete Umdrehungs- 
geschwindigkeit herbeifiihren zu kénnen. Es ist leicht, das 
Richtige zu treffen. Zu diesem Zweck hat man nur eine Serie 
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von Versuchen mit irgendeiner Sulfatlésung bei verschiedenen 
Standen der Belastung anzustellen und das Priizipitat mikro- 
skopisch zu untersuchen (Leitz Obj. 8, Oc. 2). Die Geschwindig- 
keit, die sehr kleine kubenartige Krystallchen liefert, ist 
die richtige. Man wird 








erstaunt sein, welchen Cal 
groBen Einfluf eine Ver- [ on ~ £ 
groBerung oder Verklei- | ‘ ) 
nerung der Geschwindig- } 
keit auf die Form und | 

| 





GroBe der Krystallchen 
hat. Einmal festgestellt, 
braucht die Lage der Be- 
lastung nicht mehr ge- 
andert zu werden. Da 
es jedoch fiir die Um- 
drehungsgeschwindigkeit 











nicht gleichgiiltig ist, ob 











viel oder wenig Réhrchen 
sich im Apparate befin- Fig. 3. 

den, ist es empfehlens- 

wert, immer mit derselben Zahl zu experimentieren und da- 
nach das Gewicht empirisch zu regeln’). 

Die Erfahrung hat gelehrt, da8 man in dieser Weise immer 
einen sehr feinen Niederschlag von schéner mikroskopischer 
GleichmaBigkeit bekommt. Die mittlere GréBe der Krystallchen 
betragt 0,00238 mm. Die Krystallform ist nicht deutlich zu 
erkennen; es sind keine Nadelchen, keine Kreuzchen oder Saul- 
chen; ein ungeiibtes Auge denkt zuniichst an wenig scharfe 
Kuben. 

Es scheint mir nicht ohne Interesse, an dieser Stelle noch auf eine 
ganz unerwartete Erfahrung aufmerksam zu machen. Sie betrifft die 
Anfertigungsweise des BaCl-Aceton-Gemisches. 

Anfangs wurde es durch Versetzung von '/,! der 2,44°/,igen BaCl,- 
Lésung mit 8 cem Aceton bereitet. Es wurde in einer braunen Flasche 
aufbewahrt, und man hatte also das Reagens fertig zur Verfiigung. Die 


‘) Der Apparat, den man sich tbrigens leicht in seinem eignen 
Laboratorium anfertigen lassen kann, ist, wenn erwiinscht mit den zur Me- 
thode gehérenden Réhren und den anderen Utensilien, auch vom Mecha- 


niker meines Instituts, Herrn J. J. Boom, zu beziehen. 








tice inline manent i ne Ne ae 
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damit erhaltenen Resultate waren ausgezeichnet. Als wir aber nach einer 
Ruhepause von etwa 6 Wochen die Methode wieder beniitzen wollten, 
waren die Resultate sehr schlecht, obgleich genau in derselben Weise wie 
friiher verfahren wurde. Natiirlich wurden dann frische Fliissigkeiten 
genommen, aber vergeblich. Dann gebrauchten wir Aceton anderer Her- 
kunft, anderten die Menge des Acetons, sowie auch die Geschwindigkeit 
der Vermischung von Fliissigkeit und Reagens, es wurde bei andern 
Temperaturen gearbeitet. Alles vergeblich; es war nicht méglich, die 
feinen Krystallchen von friiher zuriickzubekommen. Und nicht allein das. 
In Doppelversuchen hatte das mikroskopische Bild des krystallinischen 
Bildes oft ein ganz verschiedenes Aussehen. Um dennoch die Brauch- 
barkeit der Methode zu sichern, beschlossen wir, mikroskopische Pri- 
parate der verschiedenen Niederschliige anzufertigen und das_ ent- 
sprechende Volum des von 2 ccm 4°/,iger Na,SO,-Losung _herriih- 
renden BaSO,-Niederschlags auf dem Objektglas anzugeben. Man kann 
dann nach mikroskopischer Vergleichung eines willkiirlichen BaS0Q,- 
Pricipitats mit den Probepriparaten ohne Mihe feststellen, wieviel 
SO, dem beobachteten Volum der untersuchten SO,-Lésung entspricht. 
Denn, wie erwaihnt, entsteht entsprechend jeder KrystallgréBe ein be- 
stimmtes Volum des Sedimentes, und wie unten am Ende der Harnver- 
suche nachgewiesen werden wird, ist, auch wenn die Krystallchen gréBer 
und dementsprechend das Volum des Sedimentes gréBer sind, die Methode 
sehr brauchbar. Das Hilfsmittel war recht befriedigend, die Methode ge- 
staltete sich aber etwas komplizierter. Auch hatte sich friiher gezeigt, daB 
bei der GréBenordnung der damaligen Krystallchen eine geringe Zunahme 
oder Abnahme der KrystallgisBe das Sedimentvolum nicht sichtbar be- 
einfluBte. Dieser EinfluB war wohl, obgleich nicht in erheblichem Grade, 
bei den jetzigen ziemlich groBen Krystallen sichtbar. 

Indessen blieb es eine offene Frage: Warum konnten wir jetzt nur 
ausnahmsweise die schénen kleinen kubenartigen Krystallchen bekommen, 
die sich friiher regelmaBig bildeten? Das Gebéude war in der Zwischen- 
zeit angestrichen worden. War die Luft vielleicht mit Ol- und Terpentin- 
dimpfen verunreinigt? 

Ein Zufall hat uns geholfen, nicht zur Aufklarung der Frage, sondern 
zur Erhaltung des erwiinschten krystallinischen Niederschlags. Als das 
Reagens derweise angefertigt wurde, daB im kleinen Réhrchen 5 cem der 
BaCl,-Lésung mit dem Aceton versetzt und so das Réhrchen nicht 
mit der bereits fertigen acetonhaltigen BaCl,-Lisung beschickt wurde, 
waren die Resultate wieder ohne Ausnahme ausgezeichnet. Die Erklirung 
dieser sonderbaren Erscheinung vermag ich nicht zu geben. Es diirfte ein 
Trost sein, daB es auf dem Gebiete der Krystallbildung noch soviel andere 
ritselhafte Erscheinungen gibt. Warum z. B. krystallisieren aus einer 
und derselben Fliissigkeis groBe Krystalle in einem groBen und kleine 
in einem kleinem Gefi8 aus, eine Erscheinung, die Goethe schon be- 
obachtete ? 

Wie dem auch sei, wir nehmen die acetonhaltige BaCl,-Lésung 
nicht mehr aus einem fertig gemachten Vorrat, auch nicht wenn 
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sie unmittelbar vor dem Gebrauch zubereitet war — denn auch dann war 
der krystallinische Niederschlag nicht von der erwiinschten Feinheit — 
sondern praéparieren das Gemisch im kleinen Réhechen selbst. 

Noch einen anderen Vorteil gewahrt dieses Verfahren. Man ist 
nicht mehr so an eine bestimmte Acetonmenge gebunden. Wahrend 
friiher zu */, 1 Aceton 8 ccm Aceton hinzugesetzt werden sollte und nicht 
mehr, was auf 5 com BaCl,-Lésung 0,08 ccm entspricht, kann beim nun- 
mehrigen Verfahren von 0,08 bis 0,13 com Aceton hinzugefiigt werden. 
Es braucht also dies hinzuzufiigende Aceton nicht mehr so genau ab- 
gemessen zu werden. Wir fiigen demnach 38 bis 5 Tropfen (= 0,08 
bis 0,13 ccm) aus einer kleinen braunen Tropfenflasche hinzu 
und schitteln dann um. 

Erwahnen méchten wir noch schlieBlich, daB der doch rationelle 
Zusatz des Acetons zu der Sulfatlésung statt zu der Chlorbariumlésung 
einen krystallinischen Niederschlag gibt, der nicht die erwiinschte und 
immer wiederkehrende Feinheit besitzt. 

Ist der Niederschlag gebildet, so kann man gleich zur Uber- 
bringung des Inhalts in den Chonohamatokrit’) schreiten. 
Hierzu wird das kleine Rohr aus dem groBen entfernt und 
letzteres kurze Zeit zentrifugiert, so daB das Pracipitat sich 
vollstandig zu Boden gesenkt hat. Es befindet sich aber noch 
etwas BaSO, im kleinen Réhrchen und muB in das groBe Rohr 
iibergebracht werden. Zu diesem Zweck hebt man mittels einer 
Pipette ein wenig von der klaren Fliissigkeit aus dem groBen 
Glasrohr und wascht damit den Inhalt des kleinen Rohres aus. 
Auch dessen Oberfliche wird mit der genannten klaren Fliissig- 
keit abgespiilt. In dieser Weise wird erreicht, daB alles Pracipitat 
sich im groBen Glasrohr befindet. 

Man wiirde nun den ganzen Rohreninhalt (7,5 + 5)== 12,5 cem 
in Portionen von 2'/, ccm in den trichterférmigen Teil des 


1) Mit diesem Namen (Xo, Trichter) bezeichnen wir das trichter- 
férmige kalibrierte Capillarrohr, das wir seit langer Zeit zu verschiede- 
nen volumetrischen Zwecken verwenden. Man findet Beschreibung, Ge- 
brauch und Abbildung u. a. in dieser Zeitschr. 71, 451, 1915. Das Ver- 
dienst, Capillarréhren zu volumetrischem Zweck zuerst, und zwar zur 
Bestimmung des Blutkérperchenvolumens gebraucht zu haben, kommt 
Hedin zu; von ihm rihrt auch der Namen Himatokrit her. Es sind im 
Laufe der Zeit verschiedene Modelle ausgedacht worden. Um das von uns 
gefundene angeben zu kénnen, haben wir, speziell auch mit Hinsicht auf 
unsere spezielle Methode der Graduierung, unserm Modelle einen 
anderen Namen, und zwar Chonohamatokrit, beigelegt. (Vgl. Osmo- 
tischer Druck und Ionenlehre 1, 379, 1902; diese Zeitschr. 1, 263, 1906; 


74, 414, 1916.) 
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Chonohaimatokriten tibertragen konnen und jedesmai die klare 
Fliissigkeit entfernen. Schneller aber erfolgt die Uberbringung 
des Niederschlags, um den es sich doch handelt, wenn man 
folgenderweise verfahrt. 

Man zentrifugiert, wie gesagt, die simtlichen 12,5 ccm im 
groBen Glasrohr und entfernt den gréBten Teil der obenstehenden 
klaren Fliissigkeit. Dann bringt man mittels eines zu einem 
Capillar ausgezogenen Glasrohres etwas von der klaren Fliissigkeit 
in den capillaren Teil des Hamatokriten. Es erfolgt das sehr leicht, 
wenn man das Glascapillar bis auf den Boden des Hamatokrit- 
capillares ruhen und den Inhalt ausflieBen laBt. Ist das Hi- 
matokritcapillar in dieser Weise mit Mutterlauge gefiillt, so 
bringt man einen Teil der dicken BaSO,-Suspension in den 
trichterférmigen Teil und zentrifugiert. Danach wird die klare 
Flissigkeit aus dem Trichter entfernt und neue Suspension 
eingefiihrt. Wieder wird zentrifugiert, und das wird wieder- 
holt, bis alles BaSO, sich im kalibrierten Capillar befindet. 
Endlich zentrifugiert man bis zum konstanten Volum. Gewdéhn- 
lich geniigt hierzu eine halbe Stunde. Beziiglich Einzelheiten 
des Arbeitens mit den betreffenden Rohrchen vergleiche man 
meine Arbeit tiber die Kaliumbestimmung ’). 

Diese Methode hat mir ausgezeichnete Resultate geliefert. 

Ich lasse jetzt einige der angestellten Versuche folgen. 


4. Resultate einiger mikrovolumetrischen SO,-Bestimmungen- 


Folgendes Experiment wurde angestellt, um zu untersuchen, 
ob Proportionalitét zwischen den angewandten SO,-Mengen und 
den entsprechenden Volumina des Niederschlags bestand. Zu 
diesem Zweck wurden respektive 2, 3, 4 und 5 ccm einer 
2°/,igen Na,SO,-Lésung genommen. In allen Versuchen wurden 
2,5 ccm verdiinnter HCl hinzugefiigt und so viel Wasser, daB das 
Gesamtvolum in jedem Falle 7,5 ccm betrug. Weiter wurde fiir 
jeden Versuch 5 ccm der acetonhaltigen BaCl,-Lésung gebraucht. 
Der Acetongehalt des endgiiltigen Gemisches ist demnach in 
allen Fallen derselbe. 


1) Hamburger, diese Zeitschr. 71, 415, 1915; siehe auch diese 
Zeitschr. 1, 263, 1906. 
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Wir lassen jetzt die betreffende Tabelle folgen. Wie er- 
sichtlich ist, sind stets Doppelversuche angestellt worden. 


Tabelle I. 


Proportionalitaét zwischen der vorhandenen SO,-Menge und dem Volum 
des BaSO,-Niederschlags. 








os " . * : Anzahl Teilstriche BaSO, 
7'/,cem angesduerter Sulfatlésung + 5 ccm 
acetonhaltiger BaCl,-Lésung Beobachtet Berechnet 
Bpalte | I i Spalte. U ‘Spalte II IIT 
2 cem Na,SO, 10 aq. 2°), + 2"/,cem HCl 1: 1 - 
+3ccem Wasser. . 41 
2 ccm Na,SO, 10 aq. 2°/, + 2"/,com HCl 1:1 41 
+3cem Wasser. . 41 
3 cem Na,SO, 10 aq. 2°), + 2"/,cem HCl 1:1 
+2ccem Wasser. . 63 
3 com Na,SO, 10 aq. 2°), + 21/,cem HCl 1:1 62 } >< 41 
+2ccm Wasser. . 61,2 61,5 
4 ccm Na,SO, 10 aq. 2°/, + 21/,cem HCl 1:1 
+1ccm Wasser. . 82 
4 com Na,SO, 10 aq. 2°/, + 21/,cem HCl 1:1 82 $} >< 41 
+1ccm Wasser. . ? = 82 
5 cem Na,SO, 10 aq. 2°/, + 2"/, cem HCl 1:1 ae ee . 
5 ecm Na,SO, 10 aq. 2°/, + 2"/,com HCl 1:1 102 f 102,5 — 





Aus dieser Tabelle geht hervor: 


1. DaB die Resultate der Doppelversuche in sehr 
befriedigender Weise miteinander tibereinstimmen (vgl. 
Spalte I). 

2. DaB die Volumina der Niederschlage mit den 
gebrauchten SO,-Mengen proportional sind (vgl. Spalte II 
und ITI). 


Untersuchen wir jetzt, inwieweit Hinzufiigung verschie- 
dener Substanzen, die in biologischen Filiissigkeiten vorhanden 
zu sein pflegen, die Volumina des Pricipitats beeinflussen. 

Zunachst untersuchen wir den EinfluB von NaCl. Wie 
aus folgender Tabelle ersichtlich, sind verschiedene NaCl-Mengen 
hinzugefiigt, und es ist bei den Versuchen dafiir gesorgt, daB das 
Gesamtvolum der zu untersuchenden Fliissigkeit 7,5 ccm betrug. 
Das Volum des Reagenses ist wieder, dem in Anfang angegebenen 
gemaB, 5ccm. Ich werde das fiir spitere Versuche nicht mehr 
wiederholen. 


12* 
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Tabelle IL. 
Einflu8 von NaCl auf das Volum des BaSO, siemens 
sienna emaiealeeiialaaiii Anzahl 
ccm angesiuerter Sulfatléeung + 5 com acetonhaltiger Teil 
BaCl,-Lésung 3 ‘36. 

aipeiae cma: aU», 
2ccm Na,SO, 10 aq. 4°), + 2%/, com HCl 1:1 +4 0,2 com 

NaCl 9°/,+2800om HO ....... 82,0 
2 com Na,SO, 10 aq. 4°/, + 24), cem HCl 1:1 +4 0,2 com 

NaCl 90 WES OMNES 666 oe ee 81,5 
2 ccm Na,SO, 10 aq. 4°/, + 2'/, com HCl 1:1 +4 0,4 ccm 

Nati 9°), + 2,600m HO ....+.. 81,0 
2 cem Na,SO, 10 aq. 4°/, + 2"/, com HCl 1:14 0,4 com 

Net 0°) + Re com HO 2. 5 we, 81,0 
2 ccm Na,SO, 10 aq. 4°/, + 2"/, com HCl 1:1 +4 0,6 com 

NaCl oY SUN OUD in oo 4 es 8 81,5 
2 ccm Na,SO, 10 aq. 4°/, + 2'/, com HCl 1:1 + 0,6 ccm 

NaCl gol” ot Chem BO 2 kw ws 81,5 
2 ccm Na,SO, 10 aq. 4°/, + 2'/, com HCl 1:1 + 0,8 com 

NaGi 9°9/,42200m HO ....:.. 81,5 
2 ccm Na,SO, 10 aq. 4°/, + 2'/, com HCl 1:1 +4 0,8 com 

NaGl 9°/, + 2200m HO ....2.- 80,5 
2com Na,SO, 10 aq. 4°/, + 2'/, com HCl 1:1 + 1,0 com 

NaCl 9°9/,+2,0c0om HO ....... 80,5 
2 com Na,SO, 10 aq. 4°/, + 2'/, com HCl 1:1 + 1,0 com 

NaCl 9°9/,+2,0com HO ....... 81,0 





Man ersieht, daB das NaCl auf das Volum des 


BaSO, keinen EinfluB ausgeiibt hat. 


Ein gleichlautendes Resultat wurde erhalten, 


als statt 


NaCl, Na,HPO, + 12aq. hinzugefiigt wurde. Die Tabelle wird 


ohne Erlauterung deutlich sein. 


Tabelle III. 


KinfluB von Na,HPO, 12aq. auf das Volum des BaSO,-Niederschlags. 

















71/, com angesduerter Sulfatlésung -+- 5 ccm acetonhaltiger . _ der 
BaCl,- Lésung a 
. BaSO, 
2 com Na,SO, 10aq. 4°/, + 2"), com HCl1: 1 + 0,2 com 
Na,HPO, 12aq. 9°/, + 2,8 com H,O 841) 
2 com Na,SO, 10aq. 49) 4 9 2 cem HCI: 1 + 0,2 com 
Na, HPO, 12aq. 9°), + 2,8 com H,O 82 


*) Vom Gummistopfen hatten sich hier einige schwarze Partikelchen 
losgelést, die sich mit dem weiBen Pricipitat vermischt hatten. Beim 
Zentrifugieren hatten die Partikelchen sich an der Oberflache angesammelt. 
Wir schitzten deren Volumen auf etwa 2 Teilstriche. 
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Tabelle II (Fortsetzung). 
Einflu8 von Na,HPO, 12aq. auf das Volum des BaSO, heessvmentin. 

















71/,com angesduerter Saltatitoung -}- 5 com wads Anenbl. dor 
2cem Na,SO, 10aq. Bi, +- 21/, com » HCI: 1 +- 0,4 com 
a,HPO, 12aq. 9°/, + 2,6cem H,O 81 

2ccm Na,SO, 10aq. , -— 2: 2cem HCl1: 1 + 0,4 com 

Na, HPO, 12aq. 9°/, + 2,6 cem H,O 82 
2cem Na,SO, 10aq. 4°/, + 2*/, eem HCl1: 1 + 0,6 com f 

Na,HPO, 12aq. 9°/, + 2,4 com H,O 81 
2ccm Na,SO, 10aq. 4°/, + 21/, com HCl1: 1 + 0,6 com | 

Na, HPO, 12aq. 9°), + 2,4 cem H,O 81,5 
2ccm Na,SO, 10aq. 4°/, + 2'/, com HCl1: 1-4 1 com 

Na,HPO, 12aq. 9°/, + 2 cem H,O0 80,5 
2cem Na,SO, 10aq. 4°), + 2'/, com HCI1 : 1+ 1 com 

Na, HPO, 12aq. 9°/, + 2 cem H,O 80,5 


Man sieht, daB da, wo das Pracipitat nicht verunreinigt 
war, das Volum des BaSO, durch die Anwesenheit des 
Phosphates nicht modifiziert wurde. 


SchlieBlich noch ein Versuch, um den EinfluB der gesamten 
in tierischen Fliissigkeiten vorkommenden Salze zu_ priifen. 
Das Na,CO, konnten wir fortfallen lassen, weil es durch Hin- 
zufiigung von HCl doch in NaCl iibergeht. 


Tabelle IV. 


EinfluB eines Gemisches von K, Na, Mg, Cl und PO, auf das Volum 
des BaSO,-Niederschlags. 








7*/, com angesduerter Sulfatlésung +-5 ccm acetonhaltiger Ansahl der 
Teilungen 


BaCl,- inteitoni BaSO 
4 


1. 2cem Na,SO, 10.aq. 4°), + 21/, com HCL i = 143cem H, 0 81,5 
2. 2ccem Na,SO, 10aq. 4° i‘ 21), com HCl 1: 1+3com H,O 80,5 


3. 2cem Na,SO, 10aq. 4°), + 21),cem HCl 1:1+4 1,2 cem 
KCl 3,6°/, + 0,8 com 82 
NaCl 9°), + 1,3 com Na,HPO, 12aq. 9°/, + 0,8 com 

CaCl, 3°/,+0,5 eem MgCl, 2°/, + 0,2 eem H,O 











4. Als 3. 82 

Aus diesem Versuch — mehrere andere Experimente lie- 
ferten ein gleichlautendes Resultat — darf man schlieBen, daB, 
wenn man nach den oben angegebenen Vorschriften arbeitet, 
die SO,-Bestimmung auf volumetrischem Wege sehr befriedigende 








et ee ae ne ee ee ee ee 
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Resultate liefert, viel befriedigender als die gravimetrische Me- 
thode. Aber wir wiederholen auf Grund von sehr vielen Ex- 
perimenten, daB die Vorschriften genau beachtet werden miissen 

Insbesondere — wir haben schon darauf hingewiesen — betreffen 
die Vorschriften die Vermischungsweise von Fliissigkeit und Reagens. 
Davon hangt GréBe und Form der Krystallchen in erheblichem MaBe 
ab. Wir sind denn auch gewobnt, wenn die Vermischung stattge- 
funden hat, ein Trépfchen der triiben Fliissigkeit mit der Capillarpipette 
wegzunehmen und mikroskopisch zu untersuchen (Leitz Obj. 8, 
Oc. 2). Bei einiger Ubung sieht man unmittelbar, ob die Krystallchen 
gut sind. Wie gesagt, machen sie den Eindruck von kleinen Kuben. 
Ihre Oberfliche mu glatt erscheinen. Entspricht das mikroskopische 
Bild dieser Bedingung nicht und erscheinen bei genannter VergroBerung 
die Krystallchen uneben an der Oberfliche oder haben sie zu groBe 
Dimensionen, so ist auch das Volum des Sedimentes gréBer als 81 bis 82. 

Wer das erforderliche mikroskopische Bild der Krystallchen 
noch nicht gesehen hat, mége ausprobieren, ob 2 ccm einer 4°/, igen 
Na,SO,-10aq.-Lésung ein BaSO,-Volum von 81 bis 82 Teilungen lie- 
fert. Es ist empfehlenswert, ein mikroskopisches Préparat des richtigen 
Niederschlags aufzubewahren, um jedesmal kontrollieren zu kénnen. Um 
Verdunstung vorzubeugen, schlieBt man es in einem Leistchen von 
Asphaltlack oder Paraffin ein, wie in der histologischen Technik iiblich. 


Ich muB gestehen, daB ich nach Kenntnisnahme der 
schlechten Erfahrungen, die man bis jetzt mit der gravime- 
trischen BaSO,-Bestimmung gemacht hat, beziiglich der volu- 
metrischen BaSO,-Methode nicht optimistisch gestimmt war; 
denn ich fiirchtete, daB sich auch bei der volumetrischen 
Methode die Adsorption in unangenehmer Weise geltend machen 
wiirde. Die vielfachen Versuche haben jedoch gelehrt, daB bei 
unserem Verfahren von diesem EinfluB nichts zu spiiren ist. 
Auch kommt von etwaiger Okklusion von BaCl, in unseren Ver- 
suchsresultaten nichts zum Ausdruck. 

Ob es das Aceton ist, das die Adsorption und die Okklu- 
sion verhindert, oder die beiden doch stattfinden, aber in einem 
derartigen Grade, daB sie wohl bei der gravimetrischen, jedoch 
nicht bei der volumetrischen BaSO,-Bestimmung zur Geltung 
kommen, kann ich nicht sagen. 


Erwahnen wir noch, um die Unabhingigkeit des Nieder- 
schlagvolums von der Anwesenheit verschiedenartiger Sub- 
stanzen darzutun, und damit auch die Brauchbarkeit der Me- 
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thode, einige von den Versuchen, die mit Harm angestellt 


worden sind. 

5 cem Harn wurden mit 2'), com HCl1:1 versetzt und zu dem Ge 
misch 5cem acetonhaltiger BaCl,-Lésung hinzugefiigt. Das mikroskopische 
Bild des Niederschlags bestand wieder ausschlieBlich aus sehr feinen kuben- 
artigen Gebilden von der richtigen GréBe. Das Volum des Pricipitates 
betrug in einem Doppelversuch je 20 Teilungen. Da genug Harn vor- 
handen war, schien es empfehlenswert, statt 5 com 4><5cem Harn zu 
nehmen. Deshalb wurde der Versuch jetzt in vier Réhren wiederholt 
Die simtlichen Pricipitate der 4 Réhren wurden in einen Chonohiimatokrit 
iibergebracht und zum konstanten Volum zentrifugiert. Es stellte sich 
heraus, daB der Niederschlag 80 Teilungen betrug’). 

Immer gab ein n-faches Volum eines Harns ein n-faches Volum 
an BaSO,-Niederschlag. 

Zu den genannten und gleichartigen Versuchen fiigten wir noch 
andere Versuchsreihen hinzu. Sie sollten feststellen, ob trotz der 
Anwesenheit der verschiedenartigen Harnbestandteile eine 
bekannte hinzugesetzte SO,-Menge wiederzufinden sein 
wiirde. 

Es wurde u. a. folgende Versuchsreihe ausgefiihrt: 

1. 2>< 5 cem Harn wurden mit je 2,5 cem HCl 1:1 und das Ge- 
misch mit 5cem acetonhaltiger BaCl,-Lésung versetzt und die Sedimente 
in einem Hiamatokrit zentrifugiert. Es wurden zwei Parallelversuche 
angestellt und folgende Resultate erhalten. 

2 >< 5 cem Harn lieferten 53 Teilstriche BaSO,-Sediment. 

2 >< 5 cem Harn lieferten 53 Teilstriche BaSO,-Sediment. 

2. Weiter wurden 10ccm des Harns mit 1 ccm 2°/,iger Na,SO,- 10aq.- 
Lésung versetzt und von dieser Lésung 2 < 5 ccm genommen und mit 
je 2,5 cem Salzséure gemischt. Die Mengen des Sedimentes nach Be- 
handlung mit je 5 ccm der acetonhaltigen BaCl,-Lésung betrugen in 
einem Doppelversuch 34 und 33,5 Teilstriche. 

3. Daneben wurde ein ahnlicher Doppelversuch mit 10 cem Harn 
+2cem der Na,SO,-Lésung angestellt. Das Sediment von je 5 cem 
der Flissigkeit hatte ein Volum von 39,5 und 39,5 Teilstriche. 

Die folgende Tabelle enthalt die Zusammenfassung der erhaltenen 
und berechneten Zahlen. 2 ccm der Na,SO,-Lésung = 81,5 Teilungen. 
(Siehe oben Tabelle I—IV.) 


Man sieht aus den beiden Tabellen V und VI aufS. 184, 
daBtrotzder Anwesenheit der verschiedenartigen Harn- 
bestandteile das SO, genau wiedergefunden wurde. 


1) Wie erwartet wurde, zeigte der Harn einer und derselben Person 
an verschiedenen Tagen groBe Unterschiede. Das BaSO,-Pricipitat von 
5 ecem Harn wechselte von 15 bis 62 Teilstriche. Es werden wahr- 
scheinlich noch gréBere Schwankungen vorkommen. 
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Tabelle V. 


Wird das dem Harn hinzugesetzte SO, wiedergefunden? 














~ ‘Teilungen BaSO,. 
Fliissigkeiten ‘‘ — : 
Gefunden | Berechnet 

DSRS CM MAR. 0 ke . 53 
2>< 5 com MPN. 6 2 sk es 53 
10cem Harn-+-1 ccm 2°/, iger Na,SO, 

10aq.-Lésung 
ewe OM 6g Re es 33,5 | wm td P 
Geeidem ... 06. c a [aX Crees 
10cem Harn-+-2 com 2°/, iger Na,SO, | 

10.aq.-Lésung 
ee i re $9.5 |, : ‘ 
Hiervon 5com ......... ap | Orem 


Die folgende Tabelle bringt noch eine andere der vielen 
Versuchsreihen. 
Tabelle VI. 
Wird das dem Harn hinzugesetzte SO, wiedergefunden? 














Teilungen BaSO,. 
Fliissigkeiten ni a coal gti 
Gefunden | Berechnet 
St SR ON ee ee es 55 fs 
BC DR chao eS 54 } 545 | 
10 com Harn + 1 ccm der 2°/,igen | 
Na,SO, 10aq.-Losung 
oe, ne ae a.’ | . . 
Parallelversuch ..... ++ 66 53°? Hf (E> 54,5 + 20,4)= 51,6 
10 com Harn ++ 2 com der 2°/,igen | 
Na,SO, 10aq.-Lésung 
oe a ae ea 64 +9 (4 54,5-+ 40,8) — 64,4 





SchlieBlich erwihne ich noch eine Versuchsreihe, aus der 
hervorgeht, daB, wenn man durch eine Verkleinerung der 
Acetonmenge eine Zunahme der KrystallgroBe und damit ein 
etwas vergroBertes Priacipitationsvolum bekommt, doch das hinzu- 
gefiigte SO, genau wiedergefunden wird. 

Man wird bemerken, daB jetzt das Volum des aus 2 ccm 
der Standardsulfatlosung erhaltenen BaSO,-Niederschlags nicht 
81,5, sondern 87,5 Teilungen betrug. Dementsprechend zeigten 
bei mikroskopischer Untersuchung die Krystallchen eine andere 
GréBe. Aber in den verschiedenen Mischungen waren sie 


gleich. 
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Tabelle VII. 





Teilungen BaSO,. 
Fliissigkeiten ’ , 


Gefunden 


Berechnet 





2ccm 2°/,iger Na,SO, 10aq.-Lésung 44 
2cem 2°/,iger Na,SO, 10aq.-Lésung 43,5 





2>< 5 com Harn 59 

2>< 5 cem Harn er ae 58,5 

10 com Harn +-1 ccm der Na,SO,- 
Lésung 

Hiervon 2><5ccm . 10 sc (58 -1! 99) — 74 

Parallelversuch iadatieles =e 

10 com Harn + 2 ccm der Na,SO,- 
Loésung 

Hiervon 2 >< 5 com 85,5 L$ >< (59 + 44) = 85,8 





Man sieht, daB, wenn 2 ccm der 4° igen Na,SO,- 
Lésung nicht 81,5 Teilstriche BaSO, entsprachen, 
sondern 87,5 Teilstriche, die dem Harn hinzugesetzte 
SO,-Menge doch wiedergefunden wurde. 

Wir werden hier nicht weiter auf die SO,-Bestimmung im 
Harn eingehen. Es wird das bei einer anderen Gelegenheit 
geschehen. Wir bezweckten hier lediglich, die Anwendungs- 
moglichkeit unserer Methode bei einer kompliziert zusammen- 
gesetzten Fliissigkeit nachzuweisen. 


5. Noch einige Bemerkungen. 

In der chemischen Praxis werden noch viele andere Stoffe 
in den sulfathaltigen Fliissigkeiten vorkommen kénnen, auber 
denen man in biologischen Flissigkeiten begegnet. Man wird dann, 
um die Zuverlassigkeit der Methode zu priifen, vorgehen, wie 
wir es beim Harn getan haben, oder, wenn man die betreffen- 
den Stoffe alle kennt, durch absichtliche Hinzufiigung derselben 
zu einer reinen Sulfatlésung bekannter Konzentration, feststellen, 
ob sie das Volum des BaSO,-Niederschlags beeinflussen. Dies 
liegt auBerhalb unserer Fragestellung. Wohl aber interessiert 
es uns, die Frage zu beriihren, inwieweit der schadliche EinfluB 
von EiweiB zu umgehen ist. Nach unserer Erfahrung gelangt 
man in leichter Weise dadurch zum Ziel, daB man das Eiweib 
mittels Ultrafiltration entfernt. Man kann dazu ein Filter be- 
nutzen, das mit einer 5°/,igen Lésung von Celloidin in Al- 
kohol und Ather getrinkt ist und nachher mit 50°/,igem Al- 














: 


4 
: 
i 
: 
¢ 








186 H. J. Hamburger: 


kohol und dann mit Wasser behandelt. Das EiweiB bleibt 
vollstandig zuriick. Nach dieser Methode haben wir mit 
Erfolg bereits SO,-Bestimmungen in Blutserum aus- 
gefiihrt. Wir kommen spiater darauf zuriick. 

Was den Genauigkeitsgrad unserer SO,- Bestimmung 
betrifft, so lehrt die Berechnung folgendes. 

2 ccm einer 4°/,igen Lésung von Na,SO,-10 aq. enthalten 
0.02386 g SO,. Diese gaben, als die BaCl,-Losung auf */, | 
8 cem Aceton enthielt, ein Volum an BaSO,-Niederschlag 
von 81,5 Teilung, so daB jede Teilung, die einem Volum von 
0,023.86 


30 


0,0004 cem entspricht, mit = 0,000 294 g SO, iiberein- 
stimmt. 

Da man bei genauem Arbeiten keinen gréBeren Fehler 
als 1 Teilstrich macht, ist also die Methode wenigstens auf 
0.000294 g SO, exakt. Enthalt die Flissigkeit z. B. blob 
0,00294 g SO,, so braucht der Versuchsfehler demnach nicht 
mehr als 1°/, zu iibersteigen. 

Aus der Tabelle VI z. B. geht hervor, daB 15 ccm des 
untersuchten Harns 55 und 54 Teile BaSO, lieferten. In 
15 ccm waren also vorhanden 55 >< 0,000 294 bzw. 54 > 
0,000 294 g SO,, oder 0,001617 bzw. 0,0015876 g SOQ,. 

Man bekommt auf diese Weise eine Vorstellung von der 
Genauigkeit, mit der man selbst sehr kleine SO,-Mengen be- 
stimmen kann, was um so mehr erfreuen mu. wenn man be- 
denkt, wie einfach die Methode ist. 


Die vorliegende Mitteilung bezweckt zweierlei: Zunichst 
wiinscht sie eine einfache Methode anzugeben, die in bequemer 
und schneller Weise sehr genaue Bestimmungen  geringer 
Quantitaiten SO, auszufiihren gestattet; in zweiter Linie hofft 
sie, wie unsere entsprechende Arbeit iiber die volumetrische 
Bestimmung sehr kleiner Kaliummengen, den Ansto8 zu einer 
neuen Methodik zu geben, die neben der Analyse durch Ge- 
wichtsbestimmung (Mikro- und Makro-Bestimmung) sicher einen 
Platz verdient, und zwar weil sie Zeitersparnis mit Einfach- 
heit und Genauigkeit vereinigt. Da sie auBerdem gestattet, 
mit geringen Quantitaéten zu arbeiten, ist sie auch fiir Reihen- 
untersuchungen von organischen Sekreta und Exkreta sehr ge- 
eignet. 





> 
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Die Schwierigkeiten, die der weiteren Anwendung der 
mikrovolumetrischen Methode fiir andere Substanzen als K und 
SO, im Wege stehen, werden hauptsichlich wieder darin liegen, 
daB die Bedingungen ausfindig gemacht werden miissen, unter 
denen ein Niederschlag erhalten wird, der unter allen Um- 
stiinden dasselbe mikroskopische Bild zeigt. 

Augenblicklich wird man das nur auf empirischem Wege 
erreichen kénnen. Wei8B man doch von den Kriaften, die 
der Verschiedenheit in Krystallform und Krystall- 
gr6Be einer und derselben Substanz zugrunde liegen. 
sehr wenig. Es wiirde auch aus einem theoretisch 
physikalisch-chemischen Gesichtspunkt von Interesse 
sein, systematische Untersuchungen dariiber anzu- 
stellen’). 


6. Zusammenfassung. 


1. Da die quantitative Bestimmung des SO, durch Wiigung 
des BaSO,-Niederschlags zu den schlechtesten quantitativ- 
chemischen Methoden gehért, scheint es von Wichtigkeit, dieses 


iibliche Verfahren durch eine genaue und zuverlissige Methode 
ersetzen zu k6nnen. 

Die hier vorgeschlagene neue Methode hat aufer Ge- 
nauigkeit und Zuverlissigkeit den Vorteil, daB sie wenig Zeit 
in Anspruch nimmt und im Zusammenhang damit fiir Reihen- 
untersuchungen sehr geeignet ist. Endlich gestattet sie, mit 
sehr geringen Mengen SO, zu arbeiten. 

Durch die Kombination der genannten Qualitaten 
ermoglicht sie es, physiologische und pathologische 
Probleme in Angriff zu nahmen, die bis jetzt unaus- 
fiihrbar waren. 


2. Die Methode beruht auf dem Prinzip, daB die durch 
HCl angesiiuerte SO,-Lésung mit einer acetonhaltigen BaC\,- 
Lésung versetzt wird und der gebildete Niederschlag in einem 
von einem Trichter versehenen kalibrierten Kapillarréhrchen 
(Chonohéimatokrit) zum konstanten Volum zentrifugiert und 


1) Eine Zusammenfassung von dem, was iiber den Gegenstand be- 
kannt geworden ist, findet man im Handbuch der Naturwissenschaften 
7, 1914. 
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gemessen wird. (Von einer Auswaschung des Niederschlags ist 
hier also nicht die Rede.) 


3. Was die Ausfiihrung der Methode betrifft, sei fol- 
gendes bemerkt: 

5ecm der sulfathaltigen Flissigkeit werden mit 2,5 ccm 
einer HCl-Lésung versetzt, die aus 1 Volum konzentrierter Salz- 
siure und 1 Volum Wasser besteht. 

Die Chlorbariumsolution ist eine 2,44°/,ige Losung von 
BaCl, 2aq. und enthalt auf 5 ccm 0,08 bis 0,13 ccm (3 bis 
5 Tropfen) Aceton. Was die Weise der Vermischung von 
Fliissigkeit und Reagens und der Zubereitung des Reagenses 
selbst anbelangt, sei auf die Ausfiihrungen sub Abschnitt 8 ver- 
wiesen (vgl. weiter S. 172). 

1 Teilstrich (= 0,0004 ccm) BaSO,-Niederschlag 
entspricht 0,000294 g SO,. 


4. Im Gegensatz zu den bei der gewichtsanalytischen BaSO,- 
Methode bekannten Erfahrungen stort die gleichzeitige Anwesen- 
heit von Na, K, Ca, Mg, Cl und PO,, von Substanzen also, die 
in biologischen Fliissigkeiten vorzukommen pflegen, bei unserer 
Methode nicht: m.a.W. die Anwesenheit der genannten Bei- 
mischungen hat auf das Volum des Niederschlags keinen Ein- 
fluB; eine n-fache SO,-Menge gibt auch dann ein n-faches Volum 
an BaSO,-Niederschlag. 

Beim Harn wird das hinzugefiigte SO, genau wiederge- 
funden. 


5. Was den Genauigkeitsgrad betrifft, so iiber- 
steigt bei genauem Arbeiten nach den gegebenen Vor- 
schriften der Versuchsfehler 0,000294 g SO, nicht. 


6. Die vorliegende SO,-Bestimmungsmethode ermdglicht es, 
eine Lehre des S-Gleichgewichtes aufzustellen, die neben der 
Lehre des N-Gleichgewichtes unsere Kenntnisse auf dem Gebiete 
des EiweiBstoffwechsels und des Stoffwechsels im allgemeinen 
erheblich zu férdern verspricht. 























Gesamtreduktion und Restreduktion des Blutes in Be- 
ziehung zu den reduzierenden Komponenten des Rest- 
stickstoffs. 


Beitrag zur Frage der Bestimmung des Blutzuckers unter 
physiologischen und pathologischen Verhaltnissen. 
Von 
Joh. Feigl. 


(Aus dem Chem. Laboratorium des Allgem. Krankenhauses 
Hamburg-Barmbeck.) 


(Hingegangen am 22. Juli 1916.) 


Der Bestand von Blut und serédsen Fliissigkeiten an 
Kohlenhydraten hat bisher, wenn auch in den Grundaziigen 
experimentell aufgeklart und theoretisch gedeutet, der restlosen 
Durchforschung namhafte Schwierigkeiten entgegengestellt. Un- 
sere bisherigen Vorstellungen und Kenntnisse sowie die Liicken 
und Streitpunkte in diesen gruppieren sich nach Umfang und 
Wesen um die Begriffe Blutzucker, Gesamtreduktion, 
Restreduktion, von denen jeder wiederum bei naherer Be- 
trachtung einen komplexen Inhalt enthiillt. 


Einleitung. 


Eines der naichsten — man kann sagen das nachste prak- 
tische — Ziele aller Forschung auf dem Gebiete der physio- 
logischen und pathologischen Chemie des Kohlenhydratstoff- 
wechsels im Blute ist die Ermittlung des tatsichlichen Betrages 
an Glucose. Wenn im Laufe der Entwicklung diese fest um- 
schriebene Fragestellung eine Verschiebung und Entfernung 


von dem chemisch und biologisch engbegrenzten Begriff durch 
die Einbeziehung naheliegender, genetisch verwandter wie re- 
aktiv ahnlicher Substanzen erfuhr, so war dies eine Folge un- 
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serer durch das Wesen der eingeschlagenen Methoden begrenz- 
ten, experimentellen Erkenntnisméglichkeiten. Auch heute, 
nachdem ganz vor kurzem in dem wieder aufgeflackerten Streit 
um die Existenz einer Restreduktion das entscheidende Wort 
zugunsten der Realitaét einer solchen — unabhangig von dem 
Wertausdrucke gewisser Methoden — im qualitativen Sinne 
gesprochen wurde, ist Umfang und Inhalt dieses Begriffes im 
quantitativen Sinne sowohl fiir die Norm wie erst recht fiir 
bestimmt geartete, pathologische Verhialtnisse keineswegs fest- 
gelegt. Vor allem bestehen iiber die Chemie der an der Rest- 
reduktion beteiligten natiirlichen, chemisch (systematisch wie 
reaktiv) definierten bzw. definierbaren Substanzen des Blutes 
nur ungeniigende, einseitig auf die Kohlenhydrate zugeschnittene 
Vorstellungen. Eine wesentliche Liicke soll durch Einbeziehung 
der Lehren aus den chemischen Kenntnissen, die im Gebiete 
des Reststickstoffs (Nichtproteinstickstoffs, der stickstoffhaltigen 
Krystalloide) erworben wurden, soweit es der Stand der For- 
schung zulaBt, ausgefiillt werden. Eine chemisch-physiologische, 
wie besonders methodische Uberschau dieses in vielen Rich- 


.tungen heute noch im Flusse befindlichen Forschungsgebietes 


wird zeigen, da8 nicht nur im qualitativen, sondern auch im 
quantitativen Sinne derartige Beobachtungen und Befunde die 
vorliegende Frage zu fordern geeignet sind. 

Zufolge langerer eigener Untersuchungen und Zusammen- 
fassungen iiber dieses Gebiet wurde bereits seit iiber Jahres- 
frist versucht, diese Ergebnisse praktisch in den Dienst der 
Zuckerfrage zu stellen’). Den Ausgangspunkt bildeten ana- 
lytische Befunde iiber jene Anlisse, in denen die Fraktion 
des Gesamtreststickstoffs den groBten Umfang zeigt, und bei 
denen, selbstverstandlich mit Riicksicht auf individuelle und 
zeitliche Schwankungen der einzelnen Fille unter den Kom- 
ponenten, auch die reduzierenden Nichtzucker angereichert vor- 
kommen. Es wurde im Zusammenhang mit pathologisch-che- 
mischen Untersuchungen im Gebiet der Nierenschadigungen 
zunachst Material zur Frage des Zuckerumsatzes bei den 


1) J. Feigl, Uber den gegenwirtigen Stand der chemischen Blut- 
untersuchung. Vortrag im Adrztl. Verein zu Hamburg, 2. Mai 1916. — 
Hambg. Arztekorresp. 1916, Nr. 20; 223. — Deutsche med. Wochenschr. 
1916, Nr. 40. 
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Formen der Brightschen Nierenerkrankung gesammelt. Spiiter 
zeigten sich in weiteren pathologischen Zustaénden summarisch 
aihnliche Bilder. Es kamen in Betracht: Stauungszustinde, 
chronische Dysenterien’), die in mancher Beziehung der Beri- 
beri-(Lager- bzw. Segelschiffsberiberi nach Nocht und Mit- 
arbeitern) und Skorbutgruppe verwandt zu sein scheinen, akute 
gelbe Leberatrophie u. a. m.?) 

Die obengenannten Begriffe der Gesamtreduktion und 
Restreduktion sind Produkte von Ergebnissen chemischer Me- 
thoden. Demgema8 hat eine Betrachtung die folgenden experi- 
mentellen Gesichtspunkte zu beriicksichtigen. Diese sind: 

1. Die Abtrennung einer zuckerhaltigen resp. den Zucker 
in angereicherter Form fiihrenden Fraktion und der EinfluB 
des eingeschlagenen Trennungsverfahrens auf Bildung und Zer- 
stérung, Einfiihrung bzw. AusschluB von Substanzen aus dem 
Gebiete der Restreduktion. 

2. Die analytischen Methoden zur Bestimmung des Zucker- 
gehaltes der so vorbereiteten Fraktion und ihr EinfluB auf die 
vorhandenen, nach 1. in die Lésung eingebrachten, resp. der- 
selben erhaltenen Stoffe im Sinne der Restreduktion. 

Eine Isolierung der Gesamtkohlenhydrate zu einer ge- 
schlossenen Fraktion unter grundsatzlicher Abtrennung von 
Nichtkohlenhydraten oder gar des wahren Zuckers in Substanz 
fiir sich oder in Gestalt chemisch wohl definierter Derivate ist 
von keiner Methode, die Anspruch auf praktische Bedeutung 
im Sinne experimenteller bzw. diagnostischer Verwendung zu er- 
heben berechtigt ist, bisher ins Auge gefaBt bzw. erreicht worden. 
Auch wird man dieses Ziel, wie die Sachen jetzt stehen, nament- 
lich unter dem Eindrucke der Entwicklung unserer biochemi- 
schen Analytik in dem Bereiche der Mikrochemie, als unerreich- 
bar ansehen miissen. Der quantitative analytische Nachweis 
bezieht sich stets auf charakteristische Reaktionserscheinungen, 
die allgemeinerer, nicht lediglich die ,,direkt reduzierenden“ 


Zuckerstoffe — zunichst Monosen spez. Hexosen — treffender 


1) A.V. Knack, Diskussion zum Vortrag von Feigl. Arztl. Verein 
zu Hamburg, 16. Mai 1916. — Hambg. Arztekorresp. 1916, Nr. 22. — 
Deutsche med. Wochenschr. 1916. 

2) J. Feig] und Luce, Neue Untersuchungen zur Frage des Stick- 
stoffumsatzes bei akuter gelber Leberatrophie. Diese Zeitschr. 1916. 
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Natur sind, und daher vor einem iiber das Ziel hinausschieBen- 
den EinfluB auf nicht direkt reduzierende Kohlenhydrate, sowie 
weiterhin auf die Nichtzuckerstoffe kaum zu bewahren sind. Die 
Abgrenzung einer Fraktion, die tunlichst quantitativ im Rahmen 
eines mehr oder minder groBen Gehalts an Begleitstoffen den 
Zucker enthalt, griindet sich auf die Entfernung der chemisch 
oder physikalisch abscheidbaren Hauptanteile aus Vollblut und 
Serum — der Proteine schlechthin —. Naturgema8 schlieBt 
jede Isolierung der Zuckerfraktion, sei es auf rein chemischem, 
sei es auf physikalisch-chemischem Wege die Konsequenz ein, 
daB andere, gleichzeitig nicht mit fallbare Stoffe in Lésung 
bleiben. Die Leistung des EnteiweiBungsverfahren in dieser 
Richtung haingt ab von der Natur der Fallungsmittel. Sie 
schwankt zwischen den zwei Extremen der objektiven Kolloid- 
fallung, die in praxi simtlichen Krystalloiden das Verbleiben in der 
Lésung gestattet und energisch fallenden, chemischen Mitteln, 
unter denen die Phosphorwolframsiaure wie Quecksilberkomplex- 
salze obenan stehen. Doch kann auch Zuckerverlust eintreten. 


Uber die an der Restreduktion beteiligten Anteile des 
Reststickstoffs unter physiologischen Verhialtnissen. 
Sehr gute Vorstellungen zur Frage der Restreduktion des 

Blutes vermittelt ein Uberblick iiber den Stand unserer Kennt- 
nisse vom Reststickstoffe des Blutes und seinen Komponenten. 
Unmittelbares Interesse beanspruchen diejenigen, die in den 
Reduktionsvorgang direkt eingreifen. 

Nachdem wir der Irrationale der zweifelhaften Methoden zur 
Bestimmung des Gesamtreststickstoffs — Hitzekoagulation nach 
Hohlweg und Meyer’), Mahlo®) u.a. mit kiinstlich erhdhten, 
und chemische Fallungen mit kiinstlich verringerten Betrigen’*) 
— iiberwunden haben, liegen objektive Werte iiber diese Fraktion 
vor‘). Ohne ins einzelne zu gehen, sei gesagt, daB die Eisen- 


1) H. Hohlweg und Meyer, Untersuchungen iiber den Reststick- 
stuff des Blutes. Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 1908. 

*) H. Mahlo, EiweiBabbauprodukte und Wassermannsche Reaktion, 
Beitrage z. Klin. d. Infektionskrankh. u. zur Immunititsforsch. 3, 1/2, 
101, 1914. 

8) J. Feigl, Vortrag, Hamburg, 2. Mai 1916. 

*) Ganz zutreffend ist diese Auffassung nach dem neusten Stande 
leider nicht. Immer noch wird, teils zu absoluten Zwecken, teils zu ,,Ver- 
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methode von Rona und Michaelis’) und die mikrochemischen 
Methoden von Folin®*) oder Greenwald*) bzw. besonders von 
Bang‘) den normalen Reststickstoff in niichternem Zustande 
zu beziffern gestatten auf 

22 bis 26 mg fiir 100ccm Blut (Folin), 

20 bis 35mg » » »  » (Bang), 

18bis 35mg » » » » (Eisenmethode®) bzw. 

17 bis28mg » » » »  ( ” Lenhartz- 

Meyer’). 


Von Bang stammt die Einfiihrung der schematischen 
Trennung in die zwei Hauptfraktionen des Harnstoffs und der 
Aminosauren, welch letztere die echten Aminosiuren neben 
Kreatin, Kreatinin, Harnséure bzw. Gesamtpurin umfaft’‘). 

Vom Standpunkte der Stickstoffverteilung eréffnet diese 
Trennung bereits gute Ubersichten, wie die Extreme des inter- 
mediiren Stoffwechsels — Aufnahme von EiweiSstoff, von Amino- 
siurengemischen, bestimmten Aminoséuren — wie Sporthdchst- 
leistungen, wie schwere toxische Schiden — Phosphorvergiftung 
und Leberatrophie bzw. experimentelle Nephritis — zeigen’). 
Fiir unsere Frage brauchen wir indes tiefere Differenzierungen, 


gleichen“ die alte Methodik verwandt. — H. Zondek, Funktionspriifungen 
bei Nephritis und orthotischer Albuminurie im Kindesalter. Arch. f. klin. 
Med. 82, 1/2, 78, 1915. — H. Haas, Der Indicangehalt des menschlichen 
Blutes unter normalen und pathologischen Zustiinden. Arch. f. klin. Med. 
119, 1/2, 177, 1916. — Vgl. J. Feig] mit A. V. Knack, Kritische Beitrage 
zur Methodik des Reststickstoffs von Blut und serésen Fliissigkeiten. I. 

') P. Rona und L. Michaelis, diese Zeitschr. 7, 329, 1908. 

*) O. Folin und W. Denis, Journ. of Biolog. Chem. 11, 527, 1912. 

*) J. Greenwald, The Estimation of Non-Protein-Nitrogen in Blood. 
Journ. of Biolog. Chem. 11, 61, 1915. 

*) I. Bang, Methoden zur Mikrobestimmung einiger Blutbestand- 
teile. Wiesbaden 1916, Bergmann, S. 29. 

5) J. Feigl, 1. c. 4). 

*) Lenhartz-Mever, Mikroskopie und Chemie am Krankenbett. 
Berlin 1913, VII. Aufl., 8. 127. Die dort gegebenen, offensichtlich etwas 
niedrigeren Werte resultieren nach einer frdl. Privatmitteilung von 
O. Schumm daher, daB nach der EnteiweiBung ein weiteres Einengen, 
etwa wie beim Blutzucker iiblich, eingefiigt wurde. 

*) I. Bang, Mikrobestimmungen, S. 27. 

’) I. Bang, Untersuchungen iiber den Reststickstoff des Blutes. II. 
Diese Zeitschr. 72, 119, 1916. V. ebenda 146. 
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wie sie jede moderne Reststickstofforschung bei feineren patho- 
logisch-chemischen Fragen verlangt. 

Fir Harnstoff werden von Folin Werte von 12 bis 15 mg’), 
von Bang Werte von 10 bis15 mg’) genannt, die mithin 45 
bis 56°),, abgerundet 50°/, des Gesamtreststickstoffs — in 
niichternen Zustande — ausmachen. Im Hunger kann diese Zahl 
nach Bang auf 70°), und mehr*), bei Sporthéchstleistungen 
nach Feig] auf 80°/, und mehr steigen‘), bei alimentiéren Um- 
» Sinken®). Das 
Reziprok der zitierten Zahlen ist die Aminosdurefraktion. 
Fiir die Behandlung der vorliegenden Frage fallt die erstere 
zunachst heraus, da sie in den Reduktionsvorgang offenbar 
nicht eingreift und eine Storung durch das ihr eigentiim- 
liche, freie oder das intermediair bei alkalischer Kochung 
aus Harnstoff entstehende Ammoniak, bei den Methoden 
von Bang und Lehmann-Maquenne (s. u.) bisher nicht 
beobachtet wurde. 


setzungen andererseits nach Bang auf 20°/ 


Die Purine bilden fiir sich im ganzen genetisch ein ge- 
schlossenes Gebiet*). Unsere Kenntnisse iiber den Bestand des 
Blutes an Purin sind an Hand der colorimetrischen (derzeit 
besten) Methoden von Folin-Denis‘) bzw. Steinitz*) bzw. 


1) O. Folin und W. Denis, Journ. of Biolog. Chem. 11, 527ff., 
1912. — Abderhalden, Biochemische Arbeitsmethoden 7, 715 bis 726, 
1913 (Folin). 

*) I. Bang, Methoden zur Mikrobestimmung usw. 

5) I. Bang, Untersuchungen iiber den Reststickstoff I usw. IV. 
Diese Zeitschr. 72, 120, 1916. 

*) J. Feigl, Chemische Untersuchungen an den Teilnehmern eines 
Armeegepackmarsches. II. Teil. Reststickstoff usw. Diese Zeitschr. 76, 
3/4, 1916. 

5) I. Bang, Untersuchungen iiber den Reststickstoff usw. III. Diese 
Zeitschr. 72, 135, 1916. 

®) Siehe dazu L. B. Mendel und R. Stehle, The rdéle of the 
digestive glands in the excretion of endogenous uric acid. Journ of Biolog. 
Chem. 22, 215, 1915; Biochem. Centralbl. 1, 18, 1916. 

”) O. Folin und W. Denis, Protein metabolism from the stand- 
point of blood and tissue analysis VI. On uric acid usw. Journ. of Biolog. 
Chem. 14, 29, 1913; Biochem, Centralbl. 15, 181, 1913. 

5) Steinitz, Untersuchungen iiber die Blutharnséure, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 90, 1914. 
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Authenrieth') die folgenden. Bei durchschnittlicher Er- 
nahrung, die aber pathologisch-chemisch bzw. diagnostisch ein- 
deutige Werte nicht vermittelt, gibt Folin folgende Zahlen fiir 
die Norm: 





Falle | mg Harnsiaure in 100 ccm Vollb 


lut 


5 0,7—0,9 
2% 1,0—2,0 
] 2,2—3,7 
Steinitz nennt im Anschlu8 an methodische Verbesse- 
rungen Einfiihrung einer ,,.Korrektion“ die folgenden, nicht un- 
betrachtlich héheren Werte und Variationsbreiten: fiir purinfreie 
Ernahrung 2,0 mg bis 4,0 mg, durchschnittlich 3,0 mg in 100 cem. 
Ahnlich sind auch die Befunde nach Authenrieth sowie 
Ergebnisse einer Reihe eigener Untersuchungen, die an anderer 
Stelle mitgeteilt werden sollen, jedenfalls aber durchweg etwas 
hoher ausfallen als die von Folin mitgeteilten’). In ein neues 
Stadium tritt diese Frage durch die methoden-kritische Arbeit 
von Benedict*), der die ,gebundene“ Harnsaure in die Dis- 
kussion einfiihrt. Alles zusammengenommen, haben wir unter 
Mitaufnahme der Tatsache, daf auch in der Norm wohl alimen- 
tire, kurzdauernde Erhéhungen auftreten kénnten (die 4 mg und 
mehr erreichen), am Gesunden im niichternen Zustande, bei 
purinfreier Diit von 2,0 mg bis zu 4,0 mg, bei wahllos orien- 
tierter Ernahrung gelegentlich auch mehr, somit unter normalen 
Verhaltnissen im niichternen Zustande iiberschlagsweise im 
Mittel 3,0 mg, als obere Grenze 4,0 mg anzunehmen. 


1) W. Authenrieth und A. Funk, Uber colorimetrische Bestim- 
mungsmethoden: Die Bestimmung von Harnsiure in Blut und Harn. 
VIII. Mitteilung. Miinch. med. Wochenschr. 9, 457. 

2) Werte nach dem Verfahren von C. Maase und H. Zondek, 
das auf die intermediiare Isolierung der Harnsaure verzichtet und eine 
,Korrektur* einfiihrt, sind mit Vorsicht zu behandeln. Nach unseren 
Erfahrungen kann das fragliche colorimetrische Prinzip nur unter weit- 
gehender Prazisierung (cf. S. R. Benedict), nicht unter Vereinfachung 
mit dem gewiinschten Erfolge benutzt werden. Miinch. med. Wochenschr. 
62, 1110, 1915. 

8) §. R. Benedict, Studies in uric acid metabolism I. On the uric 
acid in ox and in chicken Blood. Journ. of Biolog. Chem. 20, 633, 1915. — 
Derselbe, On the colorimetric determination of uric acid in Blood. 
Ebenda 629. 

13* 
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Kreatin und Kreatinin folgen im Organismus eigenen 
Gesetzen und sind ihrem Bestande nach diskutierbar durch 
die von Folin eingefiihrte Betrachtung ihres endogenen Stoff- 
wechsels. Die analytische Chemie und Biochemie des Krea- 
tins sind in letzter Zeit fast ausschlieBlich von amerikanischen 
Forschern entscheidend geférdert worden. Aus den methodischen 
und praktischen Ergebnissen der Arbeiten von Folin’), Folin- 
Denis”), Myers und Fine*), Morris‘) u. a. entnehmen wir, 
da8 das Blutkreatinin beim Gesunden Werte erreicht, die um 
1, bis 2 mg in 100 cem Blut liegen. Eine gleichfalls hierher 
gehérige Angabe (niedrigere Werte) von Neubauer’) ist ex- 
perimentell nicht weiter belegt. Eigene Untersuchungen an 
12 Gesunden bei gemischter Kost ergaben Werte von 0,8 bis 
2.4 mg; bei streng kreatin- und kreatininfreier Ernahrung 
wurden in 10 Fallen 0,6 bis 1,8 mg gefunden, deren Parallel- 
werte in einer Periode gemischter Kost 1,0 bis 2-2 mg in 
100 cem Blut betragen haben. Im Hunger wurden nicht durch- 
aus geklirte Verhiltnisse, meist ein Anstieg auf iiber normale 
Hoéhe des endogenen Bestandes, bei Sporthéchstleistungen’), 
die aber schon in den Bereich der pathologischen Physiologie 
gehéren, einmal (niichtern!) gefunden 3,2 mg. Man wird 2 mg 
in 100 cem Blut zu rechnerischen Zwecken bei durchschnitt- 
licher Ernaihrung als obere Grenze (nicht Extrem) annehmen 
diirfen. 

Uber die Auswertung der Kreatinfraktion lehren zunichst 
die Arbeiten von Folin’), daB in Fallen streng purinfreier 


’) O. Folin, Creatinine and Creatin Estimation in Udine Journ. of 
Biolog. Chem. 17, 469, 1914. — Derselbe, On the preparation of Creatin, 
Creatinine and Standard solutions 17, 46, 1914. 

*) O. Folin und W. Denis, On the Creatinine and Creatin Content 
of Blood. Journ. of Biolog. Chem. 17, 487, 1914. 

*) V. Myers und Fine, The metabolism of creatin and creatinine, VII. 
The fate of creatin when administered. Journ. of Biolog. Chem. 21,377, 1915. 

*) L. Morris, Kreatin der Kreatininbestimmungen. Journ. of Biolog. 
Chem. 21, 201, 1915; Chem. Zentralbl. 18, 725, 1915; s. auch Folin- 
Morris, Journ. of Biolog. Chem. 17, 469, 1914. 

5) O. Neubauer, Verwendung von Kreatinin zur Priifung der Nieren- 
funktion. Miinch. med. Wochenschr. 1914, I, 857. 

®) J. Feigl, Chemische Blutuntersuchungen an den Teilnehmern 
eines Armeegepickmarsches, II. Biochem. Zeitschr. 75, 1916. 
*) O. Folin, 1. c. 
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Ernihrung der Gesunde einen Nichternwert innerhalb der 


Grenzen von 5 bis 10 mg fiir 100 cem Blut erkennen labt. 
Eigene Untersuchungen an 10 Gesunden nach der schénen 
Methodik von Folin ergaben bei wahlloser gemischter Kost, 
niichtern entnommen, 5 bis 9 mg. Anstiege wurden in ver- 
einzelten, systematisch nicht naher verfolgten Fallen bis hinauf 
zu 12 mg beobachtet. Man wird mit 8 mg als durchschnitt- 
lichem oberen Niichternwert rechnen k6nnen. 

Die alteren Arbeiten zu dieser Frage enthalten folgende 
Angaben: Gottlieb und Stangassinger fanden Kreatinin in 
Zahlen, die so gering sind, daB sie kaum in Beziehung zu dem 
heute ermittelten (Folin u.a.) stehen'). Fiir Kreatin geben 
sie mit rd. 0,02°), Werte, die wenigstens in der GréBenordnung 
den jetzigen nahestehen. Voit fand mehr als das Doppelte, 
Letsche (!) ttberhaupt kein Kreatin’). 

Berechnet man nunmehr die genannten abgerundeten Be- 
trage von Kreatinin — 2 mg — und Kreatin — 8 mg — so- 
wie Gesamtpurin — 4mg — nach ihrem rd. Stickstoffgehalt 0,75 mg, 
bzw. 3,4 mg, bzw. 1,3 mg, so werden insgesamt rd. 5,5 mg 
Stickstoff von der Fraktion der Aminosdiuren abzusetzen sein, 
um den Stickstoffwert der echten Vertreter dieser Gruppe zu 
erlangen. Diesem rechnerischen, natiirlich durch Riicksicht auf 
noch unbekannte Verbindungen als angenihert anzusehenden 
Wert haben wir weiterhin die direkt ermittelten entgegenzu- 
stellen. 

Van Slyke’) findet fiir niichtern entnommenes Menschen- 
blut in der Norm mit seiner gasometrischen Methode Werte 
von 3 bis 8 mg, Rosenberg‘) mit einer Variation der Stamm- 
methode 10 bis 12 mg. Gorchkoff und Kontoursky’) geben 


1) Gottlieb und Stangassinger, Zeitschr. f. physiol. Chemie 56, 
322, 1908. 

*) Lit. zit. nach Neuberg, Der Harn usw., Bd. I, Berlin 1911; 
Artikel Blut, bearbeitet von Bang, S. 999. 

5) v. Slyke und Mitarbeiter, 4 Publikationen. Journ. of Biolog 
Chem. 16, 187ff., 1913/14. 

*) O. Rosenberg, Bestimmung von freiem Aminostickstoff im 
Blute nach van Slyke mit salzsaurer Sublimatlésung. Chem. Centralbl. 2, 
87, 1914. 

5) Gorchkoff und Kontoursky, Contribution a l'étude de |’azote 
des aminoacides du sang de l’homme dans certaines conditions. Soc. 
d. Biol. 10, 455, 1914; Biochem. Centralbl. 17, 295, 1914. 
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fiir den Hungerzustand 12 bis 15 mg, den Anstieg durch 
EiweiBverdauung auf 16 mg fiir 100 ccm Blut. Uber letztere 
Frage bringt jedoch Bangs umfassende Arbeiten die Ent- 
scheidung. Eigenen Untersuchungen, die vergleichend nach den 
Variationen der gasometrischen Methode von v. Slyke gegen 
die quantitative Ninhydrincolorimetrie von Harding und Mac 
Lean’) ausgefiihrt wurden, entnehmen wir, hier vorlaufig mit- 
geteilt, folgende Zahlen. 20 Gesunde ergaben Niichternwerte, 
die zwischen 4 und 10 mg fiir 100 ccm Blut lagen und die 
mit der zweiten Methode héher ausfielen”*). 


Uber die an der Restreduktion beteiligten Anteile des Rest- 
stickstoffs unter pathologischen Verhiltnissen. 


Anders wird nunmehr das Bild, wenn wir diese Kom- 
ponenten des Reststickstoffs unter pathologischen Verhiltnissen 
ins Auge fassen. Aus den angezogenen Arbeiten seien die 
interessantesten Falle aufgefiihrt. Gegeniiber Betrigen des 
Gesamtreststickstoffs, so wie sie auf Grund der objektiven Be- 
funde in der Norm vorhin zitiert wurden, finden sich Werte, 
die 400 mg in 100 ccm Blut erreichen; solche, die 300 mg 
iiberschreiten, kénnen nicht als extrem selten, solche iiber 
200 mg nicht als sehr selten angesehen werden. Ohne hier 
im Uberblick niher auf die pathologische Chemie dieses Ge- 
bietes einzugehen, haben wir in der Verfolgung unserer Frage- 
stellungen folgendes zu bemerken. 

Die eine Form erhdhter Werte fiir den Gesamtreststickstoff 
beruht auf Stoérungen in den Filtrationswirkungen der Niere. 
Die verlangsamte oder ganz aufgehobene Ausscheidung der harn- 
fahigen Stoffe dokumentiert sich dann durch einen Anstau der 
Schlacken im Blut. 

Daher kennen wir Befunde fiir Urimien, schwere, akute, 
diffuse Glomerulonephritiden, die im Rahmen des _natiirlich 
auch absolut hohen Gesamtreststickstoffes an 80°/, Harnstoff 
fiihren, wahrend in den restlichen 20°/, auch die itbrigen 


1) V. Harding und R. Mac Lean, A colorimetric method for the 
estimation of amino-acid-«-nitrogen. Journ. of Biolog. Chem. 20, 217, 
1915; Biochem. Zentralbl. 2, 630, 1915. 

*) Letsche fand keine Aminosiuren, zit. nach Bang in Neuberg, 
Der Harn, 2, 996. (!) 
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Schlacken noch stark vorwiegen und die echten Aminosiuren 
relativ zuriickgedrangt sind, ohne in den absoluten Zahlen 
ginzlich anders als in der Norm auszufallen. Abweichend 
kénnen sich chronische Formen dokumentieren. Es ist heute 
nach zahlreichen Feststellungen nicht mehr zweifelhaft. daS 
hier Zustande geschaffen werden k6énnen, bei denen gestérter 
Abbau bestimmter Aminosaduren oder ihrer nachsten Umwand- 
lungsstoffe vorliegt. Entsprechend liegen die Harnstoffprozente 
im Gesamtreststickstoff meist um 66. 

Ganz anders ist das Bild, das der Gesamtreststickstoff bei 
seiner Aufteilung enthiillt, wenn es sich um Einschmelzung 
von Organsubstanz, sowie schwerer Leberschidigung handelt. 
Bang berichtet tiber Einwirkung der Phosphorintoxikation'), 
Feigl und Luce haben nach modernen Methoden einen typi- 
schen Fall akuter gelber Leberatrophie zeitlich verfolgt”). 
Rumpel und Knack®*) haben andererseits Fille gesehen, die im 
Bereich schwerer Dysenterien liegen, chronische Erniahrungs- 
stérungen zeigen, in gewissem Sinne der Beriberi und Skorbut- 
gruppe verwandt sind und deren Werte wohl am ehesten als 
Ausdruck von Stauungszustanden, vielleicht als Konzentrations- 
phanomene bei starkem Wasserverlust aufgefaBt werden. 
Hierhin gehort u. U. auch die Malaria sowie gewisse Formen 
und Stadien von Intoxikationen, weiterhin schweren An&imien 
und Leukamien. In der ersten Gruppe dieser Falle sinkt der 
Harnstoffgehalt relativ sehr. Extreme Werte sind besonders 
von Bang beschrieben worden. Die zweite Gruppe zeigt ein 
annaherndes Gleichgewicht zwischen Harnstoff und Aminosduren 
im absolut erhdhten Reststickstoff bei hohen Befunden fiir 
Kreatinin, Kreatin, Harnsiure. 

Wie stellen sich nun die absoluten Mengen der Substanzen, 
die wir fir die Norm bereits behandelt haben, im Kreise dieser 
pathologischen Veranderungen nach Ausschlu8 der Harnstoff- 
fraktion ? 


1) I. Bang, Untersuchungen iiber den Reststickstoff des Blutes, V. 
Diese Zeitschr. 72, 166, 1915. 

®) J. Feigl und Luce, 1. c. 

3) Th. Rumpel und A. V. Knack, Dysenterieartige Darmerkran- 
kungen und Odeme. Deutsche med. Wochenschr.; s. auch A. V. Knack, 
Arztl. Verein zu Hamburg, 16. Mai 1916, Hamburger Arzte-Korrespondenz. 
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Was die Purinfraktion angeht, so laBt sich mit Stei- 
nitz’) sagen, daB die echte Gicht bei streng purinfreier Er- 
nihrung Werte umfaBt, die allgemein iiber 4 mg liegen und 
iiber 7,5 mg in 100 cem Blut hinausgehen kénnen. Steinitz 
nennt fiir ,atypische Gicht“ solche um 5,0 mg. Ahnlich lauten 
die Zahlen von Folin bei niedrigerer unterer Grenze*). Es ist 
zunachst verwunderlich, daB unter anderen pathologischen Zu- 
standen Zahlen sich finden, die den Sattigungswert des Urats, 
der bei Gicht nicht einmal immer erreicht wird, iibertreffen. 

Wir zitieren nach Folin, daB fiir manche Uramien Werte 
hinauf bis zu 8, 9, selbst 10 mg, jedenfalls solche gefunden 
werden, die den Bereich der Gicht noch iiberschreiten. Myers 
und Fine*) finden erheblich héhere bis 10, 15 und selbst 27 mg 
in 100 ccm Blut. Folin findet bei schweren Infektionen gleich- 
falls hohere Zahlen. Wir beobachteten fiir gelbe, akute Leber- 
atrophie solche bis 25 mg, fiir Leukaémien solche bis 8 mg, fiir 
Dysenterie (Beriberi?) bis 8 mg, fiir Malaria einmal bis 8 mg. 
Inwieweit die ,kolloide“ Harnséure (Schade und Boden, 
Gudzent, Bechhold, Kohler) oder die ,gebundene* Harn- 
siure (Benedict) eingreifen kann, ist Sache der Methoden, ins- 
besondere des EnteiweiBungsverfahrens. Im AnschluB an das Ver- 
fahren von Greenwald, das den ,,Lipoid“phosphor von dem 
,Saureléslichen* zu trennen gestattet, haben Feigl] und Knack 
Untersuchungen angestellt, die lehren, daB den hohen Harn- 
siurewerten auch hohe an Phosphaten entsprechen‘). Dies 
ist um so interessanter, als sonst von einer Parallelitaét zwischen 


. Harnsiure und Gesamtreststickstoff in keinem Falle, selbst bei 


Nephritiden und Urimien die Rede ist. Wir wissen aus den 
Arbeiten der amerikanischen Autoren, daB auch zahlreiche 
andere Purine mit dem Harnséurereagens von Folin-Maccal- 


1) KE. Steinitz, 1. c. 

2) O. Folin und W. Denis, Protein metabolism usw., VI. Journ. 
of Biolog. Chem. 14, 29, 1913. — Dieselben, On the Creatinine content usw. 
Journ. of Biolog. Chem. 17, 487, 1914. 

5) Myers und Fine, The non-protein nitrogenous compounds in 
the blood in nephritis with special reference to creatinine and uric acid. 
Journ. of Biolog. Chem. 20, 391, 1915. 

*) J. Greenwald, The estimation of Lipoid and acidsoluble phos- 
phorous in small amounts of serum. Journ. of Biolog. Chem. 21, 29, 
1915; ebenda 14, 369, 1918. — Th. Rumpel und A.V. Knack, 1. c. 
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lum sich farben; so diirfen uns solche Zahlen fiir , Harnsiure“ 
(Gesamtpurin) in den Fallen schwerer Organschadigung nicht 
wundernehmen'). Es ist zusammenfassend 
fiir Uramien im Extrem bis hinauf zu 
(nicht selten um 10 mg) 
» echte Gicht an, ... 


» schwere Intoxikationen bis zu 


» Organzerfall, akute gelbe Leber bis zu 
in 100 ccm Blut anzunehmen. 

Was nun Kreatinin und Kreatin angeht, so steht auch 
hier die Pathologie der Nieren obenan, doch sind, wie aus- 
driicklich betont sei, zahlreiche weitere Formen mabBig erhéhten 
Blutkreatinins bekannt. Bei Uriimien und Nephritiden hat 
Folin Werte bis zu 30 mg Kreatinin*), Myers und Fine”) bis 
zu 33 mg mitgeteilt, Neubauer’) spricht (unbelegt} von 20 mg, 
Rosenberg’) von 20 mg und mehr mg in 100 ccm Blut. Eigene 
recht zahlreiche, besonders zeitlich verfolgte Untersuchungen 
mit Knack haben 1 mal iiber 30 mg, 12 mal iiber 10 mg ergeben, 
wahrend zahlreiche weitere unter 10 mg blieben. Das Wesent- 
liche dieser Feststellungen ist, daB eine Proportionalitat zwischen 
Gesamtreststickstoff und Kreatinin wie zwischen Harnstoff und 
Kreatinin nicht besteht, wie aus den zitierten Zahlen und denen 
der Amerikaner hervorgeht. Dasselbe haben wir bei unserer drei- 
jabrigen Arbeit in weit tiber 100 selbstandigen Fallen immer wie- 
der bestatigt gesehen. Erhohte Werte fanden wir mehrfach bei Base- 
dow, schwerem Diabetes, Typhus (6fters bis zu 4 mg), bei starker 
Leberzerstérung 32 mg in 100 ccm Blut. Man hat hier neben 
den reinen Retentionserscheinungen einmal gebildeter Schlacken 
auch Faille gesteigerter endogener Bildung kennen gelernt. 
Rumpel*) hat jahrelang Neurastheniker beobachtet, deren Blut- 
untersuchung, leider nur gelegentlich bei streng kreatin- bzw. 
kreatininfreier Diit, wechselnd Werte an 4 mg Kreatinin 


1) H. B. Lewis und Nicolet. Journ. of Biolog. Chem. 16, 
369, 1913. 

®) Folin, l. ec. 

3) Myers und Fine, |. ¢. 

4) Neubauer, 1. c. 
Rosenberg, Uber die Hyperkreatininimie der Nephritiker. 
med. Wochenschr. 6, 29, 1916. 
Auch Trémner hat dem Verf. ahnliche Fille vermittelt. 
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lieferte’). Auch bei Gicht haben wir erhéhte Werte bis zu 
6 mg Kreatinin gesehen, mehrere Fille von Akromegalie 
zeigten gleichfalls gesteigerte Betrige. Merklich konstanter, 
jedoch im proportionalen Sinn nicht eindeutig, ist das Kreatin, 
fiir das Folin aus der Reihe héherer Werte solche von selbst 
20 mg bringt, was auch Myers und Fine und wir fanden. 
Kreatin bewegte sich im iibrigen meist mit endogenen Werten 
von 6 bis 15 mg, bei gemischter Ernahrung auch hohere zeigend. 

Die Aminosaurefraktion kann steigen bis herauf zu 200 mg 
und mehr. Hier sei an zahlenmaBige Angaben, besonders die 
auBerordentlich wertvollen Befunde von Neuberg und Richter 
bei akuter gelber Leberatrophie*), von Verf. und Luce eben- 
daran, von Bang bei Phosphorleber erinnert, von den alimen- 
taren Bewegungen, die uns Bang erschlossen hat, abgesehen. 
Sie fallt geringer aus durch starken Arbeitsanspruch (Abder- 
halden und Lampé*) Sporthéchstleistung*). Wichtig sind 
Befunde von Neuberg und StrauB°), 

Im Zusammenhang mit dieser Gruppe, bei der ins einzelne 
gehende Aufklirung iiber das individuelle Verhalten von Mono- 
aminosiuren, Diaminosiuren, Oxyaminosauren, Cystin, Tyrosin 
usw. bisher kaum besteht, sind auch deren nichste Abwand- 
lungsprodukte zu behandeln. 

Vom Tryptophan leiten sich die Melanogenkérper und das 
Indican ab. Beide sind in jiingster Zeit ergiebig erforscht 
worden®). Man wei, daB Melanogenkérper im Serum vor- 
kommen (Querner’). Die pathologische Chemie der Indican- 


1) J. Feigl, Zum gegenwiartigen Stande der chemischen Blutunter- 
suchung usw. 

*) C. Neuberg und P. F. Richter, Uber das Vorkommen freier 
Aminosiuren im Blute bei akuter gelber Leberatrophie. Deutsche med. 
Wochenschr. 1904, 30, 499. 

%) E. Abderhalden und A. Lampé, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
85, 136, 1913. 

*) J. Feigl, Chemische Blutuntersuchungen an den Teilnehmern 
eines Armeegepickmarsches, II, Reststickstoff usw. Diese Zeitschr. 76, 
297, 1916. 

5) ©. Neuberg und H. StrauB, Berl. klin. Wochenschr. 1906, 9. 

*) H. Eppinger, Uber Melanurie. Diese Zeitschr. 28, 181, 1910. 

*) E. Querner, Demonstration iiber einen Fall von Melanurie und 
iiber Melanogene. Arztl. Verein zu Hamburg, Sitzung vom 19. X. 1915. 
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bildung ist durch die schénen systematischen und analytischen 
Arbeiten von Jolles') ganz erheblich, danach von Rosen- 
berg”) sowie Haas*) mit leider vermutlich zu einseitig orien- 
tierter diagnostischer Auffassung gefordert worden. Zahlen- 
maBige Angaben itiber den Indicangehalt des Blutes sind bei 
Haas reichlich vorhanden. Die Extreme bei Urimie werden 
als auf das 30- bis 60fache der Norm steigend angenommen. 
Eigene Untersuchungen aus dem Jahre 1915/16 ergaben ahn- 
liche Befunde. SchlieBlich sei der Alkaptonkérper, insbesondere 
der Homogentisinséiure gedacht, deren Reduktionswirkung be- 
kannt ist, sowie der Phenole, die bei Nephritiden u. a. eigene 
Probleme bilden. 


Uber die Reduktionswirkung der an der Restreduktion 
beteiligten Komponenten des Reststickstoffs. 


Es ist nunmehr die Wirkung der angefiihrten Stoffe auf 
Reduktionsvorgiinge zu betrachten, weil auf diesem Wege 
wenigstens ein Anteil der Restreduktion mit Sicherheit zahlen- 
maBig innerhalb der Methoden darstellbar wird. 

Es ist bisher folgendes bekannt: Harnsaéure wird durch 
Fehlingsche Lésung reduziert, nur bei geeigneten Mengen- 
verhaltnissen bis zum roten Oxydul. Es kann wei8es Cuprourat 
in die Erscheinung treten. Kupferoxyd in ammoniakalischen 
Reagentien und Lésungen nach Pavy u.a. fiihrt dabei zur 
Bildung von Harnstoff aus Oxalsaure*). 

Moritz gibt an, daB die ammoniakhaltige Fehlingsche 
Deutsche med. Wochenschr. 1916, 42; bzw. J. Feig] und E. Querner, 
Neue Untersuchungen zur Frage der Melanogenurie. Jahrb. d. Hamburger 
Krankenanstalten. 1916. 

1) Ad. Jolles, Uber neue Indicanreaktionen. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 95, 29, 1915. — Derselbe, Uber eine neue Methode zur quanti- 
tativen Bestimmung des Indicans. Zeitschr. f. physiol. Chem. 94, 79, 1915 

®) M. Rosenberg, Uber Indicanimie und Hyperindicanimie bei 
Nierenkranken und Nierengesunden. Miinch. med. Wochenschr. 1916, 
25. I.; Uber die Beziehungen der urimischen Azotamie zur Indicanimic 
und Indicanurie. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 74, 4, 1916. 

3) H. Haas, Uber Indicanimie. Miinch. med. Wochenschr. 31, 1043, 
1915; Uber den Indicangehalt des menschlichen Blutes 119, 177, 1916. 

*) Neuberg, Der Harn, 8S. 682; u. Neubauer-Huppert, Analyse 
des Harns, II. Aufl., 1918, Wiesbaden, 2. Bd., 1026. 
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Losung durch 100 g Harnsadure so stark reduziert wird, wie 
durch 54,3 g Zucker. Da unter diesen Umstiinden 1 Mol Zucker 
durch 6 Mol Kupferhydrat oxydiert wird, wird 1 Mol Harn- 
siure durch 3 Mol Sauerstoff oxydiert’). 

Es werden, was die Grenze der Reaktion angeht, noch 
0,35 mg Harnsiure in 5 cem Lésung durch deutliche Oxydul- 
bildung nachgewiesen*). Uber das Verhalten der iibrigen Purin- 
basen sei auf die Darstellung von Wiechowski verwiesen*). 

Kreatinin wird von Fehlingscher Lésung bei lingerem 
Kochen entfairbt, ohne daB sich Oxydul abscheidet. Nach 
Worm-Miller erfolgt die Reduktion schon bei 60 bis 70°, 
ist aber erst bei 90 bis 100° vollstandig; bei 100° beginnt die 
Entfairbung der Kupferlésung erst nach 1 bis 2 Min. und er- 
reicht in 3 bis 5 Min. ihr Maximum‘). 1 Mol Kreatinin 
scheint selbst beim Kochen nicht mehr als 0,75 Mol Kupfer- 
oxyd zu reduzieren, aber die Fliissigkeit kann mehr Kupfer- 
oxydul in Lésung halten als bei der Reduktion entsteht. Nur 
bei langem Erhitzen des Kreatinins mit iiberschiissiger Kupfer- 
lésung auf 90 bis 100° scheidet sich etwas Kupferoxydul ab. 
Nach Johnson reduzieren 4 Mol Kreatinin Fehlingsche Fliis- 
sigkeit so stark wie 2 Mol Traubenzucker*). Eine ammoniaka- 
lische Fehlingsche Lésung wird nach Moritz durch 93,4 Teile 
Kreatinin so stark reduziert wie durch 100 Teile Traubenzucker*). 
Nach Korndérfer reduzieren 0,05 g Kreatinin bei 5 Min. 
langem Kochen mit 60 ccm Fehlingscher Lésung eine 0,0635 g 
Kupfer entsprechende Menge Kupferoxyd’). Das bei der Re- 
aktion gebildete Kupferoxydul laBt sich nach Maschke durch 
Sattigung der Fliissigkeit in kohlensaurem Natron noch ab- 
scheiden*). In 100 ccm mit Soda gesattigter Kreatininlésung 
entsteht noch eine schwache Triibung, wenn die Lésung auch 
nur 0,01 g Kreatinin enthalt. — Kreatinin gibt diese Reaktion 


1) F. Moritz, Arch. f. klin. Med. 46, 242 u. 225, 1890. 

*) Worm-Miiller, Arch. f. d. ges. Physiol. 27, 22, 1882. 
’) In Neubauer-Huppert, II. Aufl., 1913, 2. Bd., 934. 
4) Worm-Miiller, 1. c. 

5) Nevbauer-Huppert, S. 664. 

®) F. Moritz, Arch. f. klin. Med. 46, 242, 1890. 

*) G. Korndérfer, Arch. d. Pharm. 242, 377, 1904. 

8) O. Maschke, Zeitschr. f. anal. Chem. 17, 134, 1878. 
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in der Kalte nicht, aber beim Kochen. — Mit verschiedenen 
Mengen von Zucker und Kreatinin kann man Niederschlage 
in allen Farbenténen zwischen griinlich gelb und rot erhalten 
(Mac Lean’). Eine alkalische Quecksilberoxydlésung (Jod- 
quecksilber-Kalium in Kalilauge) fairbt sich mit Kreatinin schon 
in der Kialte sogleich gelb, dann braun und endlich unter Aus- 
scheidung von metallischem Quecksilber grau’). 

Kreatin wird durch Kupferoxyd-Ammoniak nach Loew 
zur Oxalsiure (und wahrscheinlich Methylguanidin) oxydiert. 
Es reduziert bei anhaltendem Kochen Fehlingsche Fliissigkeit, 
ohne dafB sich Kupferoxydul absetzt; auf reichlichen Zusatz 
von konzentrierter Sodalésung scheidet sich dann aus der 
Fliissigkeit ein weiBer, flockiger Niederschlag aus. Eine Kreatin- 
losung verindert sich auf Zusatz von Quecksilberoxydlésung 
zunichst nicht; bei gelindem Erwarmen tritt aber eine schone 
rote, dann gelbe Triibung auf, und endlich scheidet sich metal- 
lisches Quecksilber als grauer Niederschlag ab’). 

Uber das Verhalten der Aminosiuren ist generell bekannt. 
da sie Kupferoxyd zu komplexen Gebilden in Lésung halten. 
Im ibrigen bestehen im einzelnen individuelle Unterschiede, 
auf deren Darstellung durch Ellinger hingewiesen sei‘). 

Wahrend vorstehende Angaben erlauben wiirden, zwar 
approximativ — zudem nicht einmal eindeutig — die Reduktions- 
kraft der genannten Stoffe abzuschitzen, fehlt es an exakten 
Messungen an Hand der zur Bestimmung des Blutzuckers ge- 
brauchlichen Methoden. Es ist bereits nach dem Gesagten klar, 
da8 Erhitzungsdauer, Reaktion der Medien, Temperatur das 
erste Wort sprechen. Es sollen hier vorerst nur die notwen- 
digsten experimentellen Angaben gemacht werden’). 

Bezogen auf 10 mg Substanz stellt sich die Reduktion 
unter Anwendung der alten Bangschen Methode bei der Harn- 


1) H. Mac Lean, Biochem. Journ. 2, 156, 1907 

*) Neubauer-Huppert, S. 664. 

*) Neubauer-Huppert, S. 658. 

‘) In Neubauer-Huppert. 

5) Herr Cand. E. Schneider und weitere Mitarbeiter sind mit ein- 
gehender Priifung der Reduktionsmethoden in ihrem Verhiltnis zu Krea- 
tin, Kreatinin, Harnsiure, verschiedenen Zuckern fiir sich wie in Ge- 
mischen mit Aminosiuren usw. beschiftigt. 
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siure derart, daB sie fast genau die halbe Wirkung der Glucose 
erzeugt. Es werden also 10 mg Harnséure sich an dem Ver- 
brauch der Kupferlésung in dem MaBe beteiligen, als ob 5 mg 
Glucose mitgewirkt hitten. Dies Zahlenverhaltnis bleibt inner- 
halb der zur Bestimmung iiblichen Mengenverhiltnisse an Re- 
agentien fiir 5 bis 20 mg das gleiche. Bei Kreatinin ist offenbar 
die Proportionalitét an steigenden Mengen innerhalb gleicher 
Volumina von Reagentien nicht so liickenlos. Immerhin ist fiir 
den Bereich zwischen 1 und 5 mg die Reduktionswirkung fast 
genau 80 bis 75°), der Glucose, iiber 10 mg auf 60°), fallend, 
erreicht sie schlieBlich 50°/,. Bei Kreatin bleibt sie hinwieder- 
um nicht unerheblich zuriick. Fir 2, 5, 10 mg wird bei gleich- 
falls nicht strenger Proportionalitét im iiblichen Versuche die 
Reduktionskraft zu rund 50°), von der der Glucose gefunden. 

Fiir die Lésungen und Versuchsmethodik von Lehmann- 
Maquenne findet man Naherungswerte zu den vorstehenden. 
Am exaktesten stellt sich auch hier die Harnsiure fiir sich im 
Rahmen dieser wie im direkten Vergleich zu der vorstehenden 
alten Bangschen Methode. Kreatinin bleibt etwas zuriick, 
Kreatin noch mebr trotz Anwesenheit freien Alkalis bei kiirzerer 
Erhitzung. Die eingehenderen Zahlenwerte folgen anlaBlich 
anderer Untersuchungen. 

Fassen wir nunmehr die praktischen Ergebnisse dieser 
Versuche ins Auge, so haben wir zunichst fiir die Norm fol- 
gendes festzustellen. Wir haben uns an die durchschnittlich 
hohen, haufiger vorkommenden, nicht extrem hohen und seltenen 
physiologischen Werte angelehnt, und was die rechnerische Durch- 
fiihrung dieses durch die stickstoffhaltigen Komponenten ver- 
ursachten Anteils der ,, Restreduktion“ angeht, fiir Harnsaure 4 mg, 
fiir Kreatinin 2 mg, fiir Kreatin 8 mg in 100 ccm Vollblut eingesetzt. 
Diese wiirden, im Reduktionsvorgang nach Makro- Bang gemessen, 
als Glucose berechnet rund 2 mg, bzw. 1,5 mg, bzw. 5 mg ergeben, 
so daB in runder Summe 8,5 mg Glucose der Beteiligung dieser 
Stoffe im Rahmen der Gesamtreduktion entsprechen wiirden. 

Uberschlagen wir alle bisher erreichbaren kritischen Dar- 
egungen und Einwendungen, so wird im physiologischen Um- 
fang mit einiger Berechtigung die ,,Restreduktion“ im héchsten 
Falle zu annahernd 20°), der Gesamtreduktion gewertet werden 
diirfen. Nimmt man die letztere komplexe GréBe in gleichfalls 
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genaherter Schitzung zu 100mg fiir 100 cem Vollblut an, 
so wirde im oberen Bereich der physiologischen Gesamtbreite 
8,5 mg Glucose, d. i. 8 bis 9°/, der Gesamtreduktion und damit 
ferner 40 bis 50°/, der Restreduktion auf die unmittelbar gefaB- 
ten reduzierenden Komponenten des Gesamtreststickstoffes ent- 
fallen. Dies besagt ferner, daB auf 80 mg wirklicher Glucose 
8,5 mg, d. i. gut 10°), in der Reduktionswirkung identisch 
sich auBernde Nichtkohlenhydrate kommen kénnen. Lai&t man 
den iibrigen Zahlen ihre GréBen und nimmt zweifelsfrei niedri- 
gere physiologische Werte fiir Harnsaiure, Kreatinin, Kreatin zu 
1 mg bzw. 0,5 mg bzw. 5 mg fiir 100 cem Vollblut an, so ergeben 
sich, ibertragen in Glucose, abgerundet 0,5 mg bzw. fast 0,4 mg 
bzw. fast 3 mg, mithin in runder Summe nahezu 4 mg fiir 100 cem 
Vollblut. Daraus wiirde in Anlehnung an obige Zahlenverhialtnisse 
folgen, daB rund 20°), der gesamten ,,Restreduktion* oder bis zu 
5°/, der ,Gesamtreduktion* von den reduzierenden Stickstoff- 
substanzen gedeckt wiirden oder daB 80 mg Glucose an 5°), 
Nichtkohlenhydrate entsprechen. 

Vorstehende Durchrechnung stellt natiirlich nur eine sche- 
matische Form der Anschauung dar. Bewertet man die kom- 
plexe Restreduktion niedriger, so erhéhen sich diese relativen 
Werte, nimmt man den physiologischen Gehalt an Glucose nie- 
driger an, so ist das gleiche der Fall. Sieht man endlich von 
der Betrachtung mit den oberen bzw. niederen Grenzwerten 
des physiologischen Bereichs ab, so wiirde sich im Mittel eine 
»Restreduktion“ durch stickstoffhaltige Krystalloide ergeben, 
die zwischen 5,0 mg und 10 mg Glucose lige und damit ganz 
angenihert 4 bis 9°), des wahren Zuckers ausmachen wiirde. 
Natiirlich sind die Betrachtungen nur auf das gegebene Bei- 
spiel und dessen angenommene Komponenten bezogen. Es 
kénnen in bestimmten, noch rein physiologischen Fallen sich 
jedoch im einzelnen nicht unerheblich abweichende, summarisch 
natiirlich verwandte Bilder ergeben. Z. B. kann geringerem 


Puringehalt ein relativ hoher an Kreatinin bzw. Kreatin ent- 
sprechen usw. Immer aber wird diese definierbare Restreduktion 
bestehen bleiben, ohne da ihr Umfang innerhalb physiologischer 
Breiten, nach bisherigen Kenntnissen, Niichternwerte zeigte, die, 
ausgedriickt in Glucose, wesentlich unterhalb 4 mg bzw. ober- 
halb 10 mg gefunden werden, was rund 4°/, bzw. 10°/, der 
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angenommenen ,,physiologischen“ Gesamtreduktion bedeutete. 
Hieriiber soll spiter weiteres Material beigebracht werden. 

Auch aus den Beobachtungen an pathologischen Fallen 
seien, hier nur vorlaufig gestreift, folgende Extreme genannt. 
Nach Myers und Fine wurde Harnsiure bei Nephritis einmal 
zu 27 mg (umgerechnet fast 14 mg Glucose) gefunden, nach 
Folin und eignen Untersuchungen solche an 10 mg und selbst 
dariiber, was 5 und mehr mg Glucose entsprechen wiirde. Wenn 
man wiederum 80 mg Glucose in 100 cem Vollblut annimmt, 
so kénnte also, gemessen an dem Reduktionsvorgange, die Harn- 
siure allein bei Nephritiden im Extrem bis auf 17°/, dieses 
Wertes ansteigen, wihrend 12°/, hier nicht ganz ungewohnlich 
und andererseits bei Gicht 8°/, nicht eben selten erreicht wiirden. 
Naturgemié8 kann Kreatinin allein, das bei Nephritis ganz er- 
heblich und zwar in keinem Verhaltnis zum Kreatin angestaut 
wird, mit Werten bis 33 mg in 100ccm Blut (Myers und 
Fine) 20, 26, 30 mg (Folin und Denis) 20 bis 35 mg (eigene 
Untersuchungen) 20, 25 selbst 37 mg unmittelbar post exitum (!) 
(Rosenberg) schon fiir sich gnommen weit hoéhere Restreduk- 
tion bewirken, die bezogen auf 80 mg Glucose, an 20 mg, 
d. i. rund 25°/, auszumachen verméchte. Fiir das Kreatinin 
ist die pathologische Chemie dieser speziellen Frage noch da- 
durch um so wichtiger, weil schon aus Befunden von Folin 
und Denis, mehr noch aus eigenen Untersuchungen hervorgeht, 
daB es bei zahlreichen Zustinden in Mengen auftreten kann, 
die im Vergleich zu der nephritischen Retention zwar noch 
maBig genannt werden miissen, aber immerhin das Doppelte 
der Norm erreichen und selbst iiberschreiten. Jedenfalls ver- 
mittelt umfangreiche Kenntnis der pathologischen Chemie des 
Blutkreatinins die Vorstellung, daB es vdllig fiir sich zu be- 
trachten ist. Auch innerhalb der nephritischen Retentionen ist 
beim Fehlen jeglicher Proportionalitéat zum Gesamtreststickstoff 
bzw. Harnstoff der Kreatininamie eine selbstindige, diagnostisch 
unmittelbar zu verwertende Bedeutung vorerst wohl kaum zu- 
zuerkennen. 

Halt man sich nun an Beobachtungen an Nephritikern, 
die nach Folin und uns keineswegs selten sind, bei denen 
Harnsiure bis hinauf zu 10 mg, Kreatinin bis zu 30 mg und 
mehr vorkommt, so ergeben diese eine summarische Restreduk- 
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tion, die 30 mg Glucose und mehr entspriche und bezogen auf 
80 mg Zucker in 100 ccm Vollblut bis an 33°/, dieses Betrages 
umfassen kénnte. Wenn man nun das Kreatin betrachtet, so 
ergibt sich aus Zahlen von Folin und den iibrigen amerikani- 
schen Autoren, sowie aus eigenen Beobachtungen zuniichst ein- 
mal die Tatsache, da8 von einer Proportionalitét zum Kreatinin 
und Gesamtreststickstoff auch bei reinen Retentionen keine 
Rede ist, daB vielmehr die genetischen Beziehungen beider zu- 
einander auch in diesen Rahmen selbstiindige pathochemische 
Voraussetzungen haben miissen. Immerhin wird es in seltenen 
Fallen bis hinauf zu 20 mg, hiufiger zu 12 und 15 mg gefun- 
den und wirkt somit erheblich in der Gesamtreduktion mit. 

AuBerhalb dieser Substanzen wurden einfache Aminosiuren, 
Glykokoll, Alanin, Leucin, Tyrosin, Phenylalanin gepriift. Einzeln 
sowie in Mischungen wurden Ausschliige an den Methoden von 
Bang und Lehmann-Maquenne nicht beobachtet. Natiirlich 
ist es mit der Priifung dieser Typen sowie mit der Einbeziehung 
weiterer Individuen der Monoaminosiuren, Diaminosiuren, Amino- 
dicarbonsiuren, des Cystins, Tryptophans, Histidins nicht getan. 
Es ist notwendig und beabsichtigt, einfachere Derivate mit zu 
untersuchen. 

Hydrolysengemische, die sorgfaltig zur Entfernung stérender 
Stoffe vorbehandelt waren, wofiir nach Clementi kombiniert 
mit anderen Methoden auch die Eisenkolloidfallung vorziiglich 
geeignet ist’), wurden gepriift. Fir Seide, Leim und Elastin 
bei Aminosiuremengen von 10 bis 20 mg Stickstoffgehalt (er- 
mittelt nach van Slyke) wurden keine praktisch in Betracht 
kommenden Ausschlige gefunden. 

AuBerhalb stehen die vorhin gestreiften Abbaustoffe der 
pathologischen Chemie des Tryptophans. LEinige, leider wegen 
der schweren Isolierbarkeit der Melanogenkérper nur angeniherte 
Versuche zeigten betrachtliche Reduktion nach Bang, die bei 
Durchrechnung zwar nicht der der Glucose gleichkommen diirfte. 
Auch gewisse Phenole bzw. kompliziertere Phenolderivate, speziell 
die Homogentisinsiuren, wurden untersucht und erheblich re- 


1) A. Clementi, Uber ein neues Verfahren, um die durch Hydro- 
lyse organischer Substanzen gebildeten Huminstoffe zu entfernen. Arch. 
d. Farmacol. sperim. 20, 561, 1915; Chem. Centralbl. 16, 1, 721, 1916. 
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duzierend befunden. SchlicBlich mu’ wenigstens theoretisch 
der in geringsten Mengen vorkommenden Stoffe, z. B. des Adrena- 
lins, gedacht werden. 


Uber den Stand der Frage nach dem Bestehen, der GraBe, 
der methodischen Darstellbarkeit der Restreduktion unter 
physiologischen und pathologischen Verhiltnissen. 

Uber den gegenwirtigen Stand der Frage nach dem Be- 
stehen einer Restreduktion ist das folgende zu sagen. Den 
Ausgangspunkt aller Betrachtungen bilden die Beobachtungen, 
daB einmal die enteiweiBte Blutzuckerlésung sich in mancher 
Beziehung nicht wie eine reine Dextroselésung verhilt (Rest- 
zucker), daB ferner vergorene eiweiBfreie Blutausziige alkalischer 
Kupferlosung gegeniiber reduzierend zu wirken vermégen. Diese 
Beobachtung ist so oft bestitigt worden, daB ihre objektive 
Richtigkeit nicht mehr in Zweifel gezogen werden kann. Um so 


wichtiger ist ein kritischer Uberblick iiber den gegenwiartigen 


Standpunkt und tiber experimentelle Untersuchungen im Dienste 
der Aufklarung dieses Begriffes. Dabei steht im Vordergrund 
die Frage, wie weit die ,,.Restreduktion“ ein Ausdruck von Me- 
thoden ist und wie weit sie ihrerseits objektive Voraussetzungen 
hat, endlich wie weit ihr praktische Bedeutung zukommt (Bang’). 

Uber die Natur der Substanz bzw. Substanzen, die man 
nach dem bisherigen Stande der Kenntnis fiir die sogenannte 
Restreduktion verantwortlich macht, folgen wir den Angaben 
in der Literatur. Als Grundlage des jetzigen Standes ist die 
jiingste umfangreiche Publikation von Schumm?) anzunehmen, 
wobei der experimentell allseitig belegte Standpunkt dieses 
Autors durch die gleichfalls ganz neue Publikation von Stepp’) 
erhartet wird, die sich mit Hilfe der indirekten methodischen 
Beweisfiihrung, der ,,Restkohlenstoff“bestimmung, zu einer ahn- 
lichen Auffassung bekennt. 


1) Siehe besonders die kritische Darlegung in I. Bang, Der Blut- 
zucker 8.16 bis 18, Wiesbaden 1913. 

*) 0. Schumm, Untersuchungen iiber den Zuckergehalt des Blutes 
unter physiologischen und pathologischen Verhiltnissen. III. Mitteilung. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 96, 204, 1915. 

’) W. Stepp, Zur Kenntnis des Zuckerabbaues bei Diabetes mellitus. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 97, 213, 1916. 
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Lyttkens und Sandgren') fanden bei der Untersuchung 
von 12 Fallen im menschlichen Blutserum mit der Methode 
von Bang 0,03—0,053 °/,, durchschnittlich 0,04°/,, nicht ver- 
garbare reduzierende Substanz (sogenannte Restreduktion). 

O. Schumm und C. Hegler fanden bei 3 Fallen in nor- 
malem menschlichen Vollblute mit der Methode von Bang 
0,025 bis 0,041°/,, im Durchschnitt 0,036°/,, bei 76 Kranken 
0,02 bis 0,08°/, unvergirbare reduzierende Substanz’). 

E. Frank und A. Bretschneider fanden mit der Me- 
thode von Bertrand im normalen menschlichen Serum unter 
10 Fallen 8 mal keine, 2 mal 0,005°/,, im normalen Vollblute 
in 4 Fallen keine reduzierende Substanz*). Uber die Substanz, 
bzw. die Substanzen, die fiir die sogenannte Restreduktion ver- 
antwortlich zu machen seien, auBern sich Frank und Bret- 


schneider auf Grund eigener Versuche in einer spiteren Arbeit 


folgendermaBen: ,Wie nun aber auch die Frage nach der Natur 
dieses K6rpers entschieden werden wird, so viel darf jedenfalls 
als sichergestellt betrachtet werden, es finden sich freigelést im 
Blute — sowohl in Kérperchen wie in Plasma — wechselnde, 
zuweilen sehr erhebliche Mengen eines komplexen Kohlenhydrates, 
das durch Kochen mit verdiinnter Séure einen mit Hefe ver- 
girbaren Zucker abspaltet“*). — Die Ansicht, daB im Blut 
neben dem Traubenzucker anderes Kohlenhydrat vorkommt, ist 
auch von G. Embden ausgesprochen worden‘). Grie8bach 
und StraBner hatten sich, nachdem bereits Frank und Bret- 
schneider einer Anerkennung der Restreduktion im objektiven 
Sinne aus dem Wege gegangen waren, entschieden ablehnend 


1) H. Lyttkens und I. Sandgren, Uber die Verteilung der re- 
duzierenden Stoffe im Menschenblut. Diese Zeitschr. 31, 153, 1911. 

*) 0. Schumm und C. Hegler, Untersuchungen iiber den Gehalt 
des Blutes an Zucker unter physiologischen und pathologischen Verhilt- 
nissen, 1. Teil, 1911; Mitteilungen aus den Hbg. Staatskrankenanstalten 
12, 13 oder 18, 15, 1913. 

’) E. Frank und A. Bretschneider, Beitrige zur Physiologie 
des Blutzuckers. III. Mitt. Diese Zeitschr. 41, 157, 1911; bierzu Bang, 
Der Blutzucker. 

*) E. Frank und A. Bretschneider, Beitrige zur Physiologie 
des Blutzuckers. IV. Mitt. Diese Zeitschr. 46, 233, 1912. 

5) G. Embden, Diskussion zum Vortrage von Reicher und Stein. 
27 Kongr. f. Inn. Med. 1910, Wiesbaden. Bericht S. 404. 
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gegen eine solche erklirt’). Ihre Beweisfiihrung beruht im 
wesentlichen auf methodischen bzw. methodenkritischen Voraus- 
setzungen, mit denen wir uns in dem diesbeziiglichen Abschnitte 
unserer Arbeit zu beschiftigen haben werden. 

Die Beweisfiihrung dieser Autoren ist von Schumm mit 
Erfolg bekimpft worden’*). ,,Die Beobachtungen von Hollin- 
ger, Embden, Schumm und Hegler, Rolly und Opper- 
mann, Maase und Tachau zeigen vielmehr, daB GrieBbachs 
und StraBners Ausspruch wenigstens dann keine allgemeine 
Giiltigkeit hat, wenn es sich um das Blut Kranker handelt. 
Wie weit ihr Ausspruch fiir das Blut Gesunder zutrifft, kann 
erst durch Untersuchungen an einer gréBeren Anzahl Gesunder, 
deren Ernihrungsverhialtnisse dabei zu beriicksichtigen sind, ent- 
schieden werden.“ 

FaBt man also die Restreduktion als ein Problem der 
Koblenhydrate des Blutes auf, so stehen der einen Auffassung, dab 
komplexe Kérper dieser Reihe anzunehmen seien, die AuBe- 
rungen von Stepp zur Seite, die eine weitere Méglichkeit be- 
ricksichtigen und wortlich lauten: ,,Jedenfalls vermégen wir das 
eine mit aller Sicherheit zu sagen, daB in dem einen Fall neben 
Traubenzucker ein anderer reduzierender Kérper mit entweder 
groBerer Reduktionskraft oder niedrigerem Kohlenstoffgehalt als 
Traubenzucker im Blut vorhanden war“*). Weiteres zu dieser 
Frage werden wir bei der Diskussion der Vergirung finden. 
AuBerdem ist wohl vorauszusehen, daB sich Gesichtspunkte an 
der Seite der komplexen Kohlenhydrate ergeben werden auf 
Grund interessanter Studien zur Frage des Umsatzes von Gly- 
kogen. Hierauf kann zunichst nur hingewiesen werden‘). 

Inwieweit ist nun die bisher ermittelte Restreduktion als 
Ausdruck von Methoden anzusprechen, bzw. in welcher Form 
wird sie qualitativ und quantitativ durch die bisherigen Me- 
thoden veranschaulicht? Nimmt man als Grundlage der Trennung 
zwischen wirklichem Zucker einerseits und fremden Kohlenhydra- 
ten andererseits die Vergiirung an, so seien zunachst die grund- 


1) W. GrieBbach und H. StraBner, Zur Methodik der Blutzucker- 
bestimmung. Zeitschr. f. physiol. Chemie 88, 199, 1913. 

*) O. Schumm, I. o. III. Mitt. 1915. 

8) Stepp, l.c. 

*) Th. Fahr, Arztl. Verein Hamburg, Sitzung v. 16. Mai 1916. 
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legenden Versuche von Neuberg genannt’). Nach Behandlung 
reiner Traubenzuckeridsungen mit frischer PreBhefe fand er 
unter 8 Versuchen 4mal Links- und 4mal Rechtsdrehung. 
Abgesehen von weiteren Befunden war Ofters eine gelinde Re- 
duktionskraft bemerkbar. Aus diesen Angaben ist also zum 
mindesten zu schlieBen, daB aus der reinen Zuckerlésung im 
Verlauf des Garverfahrens neue, teils reduzierende teils drehende 
Stoffe entstehen. Diese wertvollen Untersuchungen wurden von 
P. Mayer unter Bedingungen, die der Restreduktion des Blutes 
angepaBt sind, bei Verwendung von Reinzuchthefen wiederholt 
und erweitert”). Ohne auf die methodischen und sachlichen 
Einzelheiten Bezug zu nehmen, zitieren wir wortlich: ,Durch 
diese Versuche wird zweifellos ein Teil der Differenzen der ver- 
schiedenen Autoren iiber die Héhe der Restreduktion seine 
Erklirung finden, um so mehr als gerade bei der Kleinheit der 
in Betracht kommenden Mengen reduzierender Substanzen der 
EinfluB der von der Hefe gelieferten Stoffe ein verhaltnismabig 
hoher ist‘. 


Mayer hat also unter Bestatigung der Ergebnisse von 
Neuberg, da drehende (iiberwiegend nach rechts!), sowie 
deutlich und typisch reduzierende Substanz beim Ablauf der 
Girung vorhanden sei, bereits kritisch Stellung genommen. 
Quantitative Befunde unter dem methodischen Gesichtspunkte 
der Restreduktion stammen von Schumm’). 


Wenn es nach diesen Autoren wie auch nach Schumm 
und Hegler im Gegensatz zu den feh)geschlagenen Experi- 
menten von GrieBbach und StrafBner, die erneut den auf 
Individualitat der Hefe gegriindeten Einwand gemacht haben, 
feststeht, da die wirkliche Glucose vergoren und ihr Betrag 
damit annahernd auffindbar wird, so lehren doch die Versuche 
von P. Mayer, daB an ihrer Steile neue, zuckerartige, reduzie- 
rende und drehende Substanzen auftreten kénnen. Eine weitere 


1) C. Neuberg, Kleine Mitteilungen, II11. Uber die Reaktionen ver- 
gorener Zuckerlisungen. Diese Zeitschr. 24, 423, 1910. 

?) P. Mayer, Zur Bestimmung der sog. Restreduktion. Diese Zeit- 
schrift 50, 362, 1913. 


3) O. Schumm, 1. ¢. 1915. 
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Perspektive ergibt sich nach Stepp') aus der Riicksicht auf 
die Garfaihigkeit der Zucker aus der Drei-Kohlenstoffreihe, spez. 
das Dioxyacetons und auf die ,,zuckerfreie Hefegirung* von 
Neuberg und seinen Schiilern’). Auch muB der Gedanke an 
Mitbeteiligung der Amirosiéuren beriicksichtigt werden. 

Was nun die Polarisation angeht, so mu man sich vor 
Augen halten, daB es stark reduzierende Substanzen gibt, deren 
Anwesenheit dabei nicht zum Ausdruck kommt, weiterhin auch 
solche, deren Drehung der des Traubenzuckers entgegengesetzt 
ist, daB die Methode als solche jedenfalls, auch abgesehen von 
den eminenten technischen Schwierigkeiten, nicht eindeutig zu 
sein braucht (Lépine, Oppler, Bang). Immerhin auBern in 
ihren neuen Untersuchungen Maase und Tachau®): ,Zur Er- 
klarung des verschiedenen Ausfalls von Reduktionsbestimmung 
und Polarisation in Fall 12 liegt die Annahme am _ nichsten, 
daB hier neben dem Traubenzucker ein anderes Kohlenhydrat 
im Blute vorhanden war, das starker drehte, aber in geringerem 
Mabe reduzierte als die Glucose.“ Es werden in der Norm 
Polarisations- und Reduktionswerte einander nahestehen. Die 
bisherigen Befunde iiber pathologische Verhaltnisse zeigen da- 
gegen ganz betrichtliche Ausschlige, die ihrerseits die summa- 
rische Restreduktion von einer gewissen Bedeutung erscheinen 
lassen. 

Uber die Restreduktion bei Diabetes wissen wir bisher 
nichts mit Sicherheit. Nach Stepp, dessen Befunde auf der 
indirekten Methode der Restkohlenstoffbestimmung beruhen, 
kénnte man eine erhebliche Restreduktion erwarten, die auch 
von Schumm und Hegler in einem Falle zu 0,08 °/, gefunden 
wurde. Auch Maase und Tachau fanden bei vergleichenden 
Blutzuckerbestimmungen unter 5 Fallen von Diabetes in einem 
Falle einen auffallend groBen Unterschied zwischen Polarisation 
und Titration’). Rolly und Oppermann fanden bei einem 
an Skorbut erkrankten Manne den auffallend hohen Wert von 


1) Stepp, Le. 

*) C. Neuberg und Mitarbeiter in dieser Zeitschr. 1911 bis 1916. 

8) C. Maase und H. Tachau, Vergleichende Blutzuckerbestim- 
mungen durch Polarisation und Reduktionsmethoden. Arch. f. klin. Med. 
81, 5, 1914. 

*) Maase und Tachau, I. c. 
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0,121°/, (nach Bertrand), fiir den sie eine befriedigende Er- 
klarung nicht finden, der aber wahrscheinlich unter diesen 
Gesichtspunkt gehért'). Diesem passen sich auch Beobachtungen 
von Schumm und Hegler®) an mit 3 weiteren Skorbutfillen, 
von denen einer nach Bang 0,13°/, Gesamtreduktion zeigt bei 
0,07 °/,, unvergirbarer reduzierender Substanz. Schumm deutet 
diesen Fall als eine nur ,scheinbare Hyperglykamie*. Gemein- 
sam mit Knack ausgefiihrte Untersuchungen iiber den Blut- 
zuckergehalt bei Nephritiden haben zu der Frage der schein- 
baren Hyperglykamie wertvolle Beitrige geliefert, iiber die an 
anderer Stelle zu berichten ist*). Jedenfalls ist ersichtlich, daB 
die Restreduktion, sei es nun als Ausdruck der Wirkung von 
kohlenhydratartigen Komplexen, sei es von stickstoffhaltigen 
reduzierenden Substanzen, einen breiteren Raum einnimmt, als 
bisher allgemeiner bekannt war. 

Der entscheidende praktische MaBstab sind die Reduktions- 
methoden, ihre Werte die ,,Gesamtreduktion*, deren Umfang 
nach den bisherigen Feststellungen individuell verschieden ist, 
je nach dem Charakter der Lésungen, der Kochdauer, kurz der 
Reaktionsverhaltnisse. Durch GrieBbach und StraBner ist 
bei der Wiederholung der Versuche von Schumm und Hegler 
wie von P. Mayer die Auffassung geschaffen worden, daB dic 
Restreduktion ein Ausdruck der Bangschen Makromethode, mit- 
hin ein Kunstprodukt spezifischer Art, sei. Sie kritisieren dies 
Verfahren als ein ,vom Autor aufgegebenes“, das zudem, wie 
» Bang selbst angibt‘, zu hohe Werte liefere“, und bedauern 
seine Anwendung durch Schumm und Hegler. In _ ver- 
gleichenden Untersuchungen ist von Schumm nunmehr der 
Angriff auf dieses nicht nur fiir wissenschaftliche, sondern fiir 
praktisch-diagnostische Aufgaben wertvolle Verfahren zuriick- 
gewiesen worden. Sicher ist, da es von den in Betracht 
kommenden Methoden den héchsten individuellen Wirkungs- 


1) Rolly und Oppermann, VI. Mitteil.: Blutzucker bei Animie-, 
Leber-, Darm- und anderen Erkankungen des Menschen. Diese Zeitschr. 
48, 471, 1913. 

2) Schumm und Hegler, I. c. 

3) A.V. Knack, Arztl. Verein zu Hamburg, 16. Mai 1914. — J. Feig]. 
ebenda |. c. Uber den gegenwirtigen Stand der Chemie des Blutes. 
Vortrag. Naturwiss. Verein zu Hamburg, Sitzung vom 21. Mai 1916. 
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wert besitzt. Es wird also mit Sicherheit auch den gréBten 
Umfang der Restreduktion unter sonst gleichen Bedingungen 
darstellen. Schumm faBt sein Urteil in folgenden Satzen zu- 
sammen: ,Die alte Methode Bangs besitzt eine ziemlich all- 
gemeine Anwendbarkeit. Fille, in denen sie glatt versagt hatte, 
habe ich bislang auch bei der Untersuchung vergorener Blut- 
ausziige im Gegensatz zu den Methoden von Bertrand und 
Lehmann-Maquenne nicht beobachtet. Sie erfordert aber 
Ubung und sollte nur auf gut enteiweiBte Blutausziige an- 
gewandt werden; hat man sich der EnteiweiBungsmethode von 
Michaelis und Rona bedient, so erfolgt die weitere Vor- 
bereitung des Blutauszuges fiir die Titration in der von uns 
schon friiher beschriebenen Weise.“ Seine Nachteile sind die 
umstandliche (und teure) Anfertigung der stark salzhaltigen 
Lésung, weiterhin die nicht vollige Stabilitaét der haufig 
gegen Zuckerlésungen zu kontrollierenden Lésungen, endlich 
der Umschlagspunkt. Waentig’) auBert sich: ,Nach einer An- 
zahl Untersuchungen soll die Methode etwas zu hohe Werte 
liefern. Mit Lésungen bekannten Gehalts von reiner Dextrose 
erhielt ich fast richtige Werte. Sehr groB8 kann der Fehler, 
der mit Blutzuckerlésungen entstand, nicht sein, denn ich er- 
hielt nach der Bangschen Methode bei Pferdeplasma annahernd 
die gleichen Werte, die von P. Rona und L. Michaelis 
mit Hilfe der Allihnschen Methode gewonnen worden waren.“ 
Es sind also fiir normale Verhiltnisse bei Uberwiegen des 
wahren Zuckers objektive Werte erneut festgestellt worden. 
Die neue Bangsche Methode verhilt sich, unter dem 
Gesichtswinke] der Restreduktion betrachtet, nicht wesentlich 
anders. Nach den bisherigen Erfahrungen findet man mit ihr 
bei normalem menschlichen Blut meistens ebenso hohe Werte 
wie mit der Hydroxylamin- Titration. Dagegen sind auch 
nach den Feststellungen der Nachuntersucher die technischen 
Schwierigkeiten erheblich*). Uber die gute Methode von Leh- 


1) Waentig, Uber den Zuckergehalt von Blut und Harn des Pferdes 
bei Zuckerfiitterung. Zeitschr. f. physiol. Chem. 97, 191, 1916. 

*) Sicher ist sie fiir experimentelle Arbeiten im Laboratorium, fir 
biologische und physiologische Zwecke das gegebene Verfahren. Wir 
méchten noch hinzusetzen, daB auch der Kliniker bei Reihenuntersuchungen 
am selben Falle oft erst damit GréBeres erreichen kann. Eigene Er- 
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mann-Maquenne ist zu sagen, daB sie im allgemeinen 
niedrigere Werte gibt als die vorgenannten, aber in Fallen mit 
deutlicher Restreduktion sich nicht grundsatzlich anders ver- 
halt. Nach Schumm hat sie bei vergorenen enteiweiften 
Blutausziigen gelegentlich versagt. Wesentlich anders stellt 
sich dagegen die Methode Bertrand. Es kann als festgestellt 
gelten, daB sie trotz der weiteren Sicherung, die ihr durch 
Opplers Vorschlag zukommt'), einmal objektiv zu _niedrige 
Werte selbst gegeniiber reiner Glucose zeigt, und da} sie iber- 
dies nicht nur bei speziellen Blutarten, sondern auch sonst zu 
Versagern fiihren kann’). Fiir die Frage der Restreduktion, 
sei es in Riicksicht auf komplexe Kohlenhydrate, sei es auf 
reduzierende Nichtzucker, kann sie also als Kriterium nicht 
mit Sicherheit herangezogen werden, da es zum mindesten 
nicht iibersehbar, was bzw. wieviel sie anzeigt. Es ist also 
wahrscheinlich, daB sie in gewissen pathologischen Gebieten 
iiberhaupt nicht am Platze ist. 

Uber die Quecksilbermethode von Knapp, die von Tachau 
mit viel Erfolg ausgestaltet wurde, wissen wir, daf sie niedrigere 
Werte im Vergleich zu den Kupfermethoden liefert*). Embden 
ging von der Voraussetzung aus, mit den niedrigeren Werten 
eher dem wahren Zuckergehalt niher zu Kommen. Zur Frage 
der Quecksilbermethode im Vergleich zu der von Lehmann- 
Maquenne sei nach Hollinger zitiert‘): ,Da die Methode 
ebenso wie die Knappsche unter den von uns gewahlten Be- 


dingungen an reinen Zuckerlosungen sich in vielfiltigen Ver- 


fahrungen anlaBlich sportlicher und militirischer Untersuchungen er 
wiesen uns den hohen Wert im Dienste dieser Aufgaben. Wenn aber 
GrieBbach und StraBner es allgemein als das klinisch geeignete Ver- 
fahren hinstellen, so miissen wir nach unserer Einsicht entgegnen, daB die 
alltagliche Praxis der groBen Krankenanstalten es nicht nur entbehren 
kann, sondern zu diagnostischen Zwecken (Stichentnahme fiir Wa.-R., 
Wage am Entnahmeorte!) mit Vorteil bei Lehmann-Maquenne, 
Makro-Bang, Lewis-Benedict bleiben kann. 

) B. Oppler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 14, 93, 1910. 

2) O. Schumn, I. ec. 

’) Auch Bang (Blutzucker, 1913, S. 19) spricht sich dahin aus, 
daB ihre Fehlerquellen, Wirkungsgrad und Umfang, mithin Leistungen 
bisher nicht eindeutig festgelegt sind. 

4) A. Hollinger, Uber die Verteilung des Zuckers im Blute. Diese 
Zeitschr. 17, 1, 1909. 





218 Joh. Feigl: 


suchen als ein Verfahren von ganz besonderer Genauigkeit er- 


wiesen hat, miissen die beobachteten Differenzen zwischen beiden 
Methoden entweder durch Bestandteile der titrierten Blut- 
extrakte bedingt sein, welche die Reduktion der Knappschen 
und die der Fehlingschen Lésung durch Traubenzucker in 


ungleicher Weise beeinflussen oder es miissen verschiedene, 
die Knappsche und die Fehlingsche Lésung in ungleicher 
Weise, reduzierende Substanzen vorhanden sein. In der Tat 
weisen Hollingers Befunde darauf hin, daB man sowohl bei 
Gesunden wie bei Kranken mit dem Vorkommen anderer redu- 
zierender Stoffe neben Traubenzucker rechnen mu.“ 

Uber die bisherigen colorimetrischen Methoden liegen Er- 
fahrungen und Urteile vor. Der Methoden von Reicher und 
Stein’) sowie von Wacker’) sich zu bedienen, ist fiir Labora- 
torien kein zwingender AnlaB geboten. Gesichtspunkte aus dem 
Bereich der angeschnittenen Frage werden mit ihnen zunichst 
nicht weiter geférdert. Jedenfalls sind die spezifischen Werte 
der meisten colorimetrischen Verfahren héher als die der be- 
sprochenen Methoden. Eine Ausnahme scheint die von Authen- 
rieth®*) im Rahmen seiner Studien iiber colorimetrische Methodik 
skizzierte zu bilden. Eine neue Form bietet die Methode von 
Lewis und Benedict sowohl in Hinsicht der spezifischen Re- 
aktion zur Ermittlung des Zuckers auf Grund der Kolorimetrie 
als auch durch die vorgangige Isolierung bzw. die Enteiweib- 
ung‘). Erfahrungen wurden bereits gesammelt und sollen spater 
besprochen werden; die Nachpriifung ist vom Standpunkte 
der Restreduktion als lohnend anzusehen’). 

Was nun die Gegeniiberstellung der Methoden angeht, so 
haben GrieBbach und StraBner die Polarisation der Titration 
nach Lehmann-Maquenne gegeniibergestellt und in der Norm 
fast vélliges Zusammengehen, bei 3 (!) Nephritikern nur geringe 

1) K. Reicher und E. Stein, Verh. Kongr. f. inn. Med. 27, 401, 
mnyghe! Miinch. med. Wochenschr. 1910, 1032. — Diese Zeitschr. 37, 
ti *) Wacker, Zeitschr. f. physiol. Chem. 67, 197, 1910. 

3) W. Authenrieth und Montigny, 1. c. 

4) R. Lewis and S. Benedict, Estimation of Sugar in Blood. 
Journ of Biolog. Chem. 20, 61, 1915. 

5) Es soll iiber eine gréBere Reihe von Untersuchungen an Gesunden 
und Kranken — einmal mit dieser Methode, daneben mit Bang und 


Lehmann-Maquenne zur Ermittlung einer chemischen _,,Titrations- 
restreduktion* demniachst berichtet werden. 
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Abweichungen gefunden. Wir haben von etwa 150 Nephritikern 
20 Falle aufzuweisen, bei denen unter hohem Reststickstoff 
nicht solchem schlechthin, sondern mit hohem Gehalt und 
Kreatinin, Kreatin und Harnsiure — dieselben Vergleiche nach 
der alten Methode von Bang ausgefiihrt und, wie hier vor- 
laufig mitgeteilt sei, erhebliche Abweichungen gefunden wurden. 
Die Zahlen verhielten sich gelegentlich sogar wie 0,07 °/, (Polari- 
sation); 0,11 (Lehmann) zu 0,15 (Bang). Die ,,Restreduktion* 
im Sinne von Schumm und Hegler erreichte sogar einmal 
0,08°/,, haufiger 0,06 bis 0,05°/,. Jedenfalls ist die von GrieB- 
bach und StraBner zuerst hervorgehobene, spiter von Schumm’) 
mit besten methodenkritischen Grundlagen betonte Auffassung. 
daB keine Bestimmungsmethode generell fiir jedes Anwendungs- 
gebiet ohne we'teres tauglich, individuelle Auswahl je nach der 
Aufgabe ratlich sei, hieraus ersichtlich und allgemein zu beriick- 
sichtigen. 

Wie die Methoden weiterhin untereinander stehen, dafiir 
hat, was die Frage der stickstoffhaltigen Komponenten mit Re- 
duktionswirkung betriffit, Paul Mayer bei seinen Versuchen zur 
Aufklarung der Gairungsmethodik folgendes ausgefiihrt*): ,,Bei 
den auf Kupferoxydulausscheidungen basierten Verfahren mischen 
sich beispielsweise die Purinkupferoxydulverbindungen dem 
Cu,O bei, wihrend Aminosaurenkorper zur gleichen Zeit Kupfer- 
oxydul in Lésung halten. Der letztgenannte EinfluB fallt fort 
bei den Farbumschlagsmethoden, deren Endpunkt in der Ent- 
farbung der klaren Kupferlésung gegeben ist. Der Purinfehler 
spielt jedoch auch hier mit, da die Purine auch in Lésung 
Kupfer verbrauchen. Durch diese Versuche wird zweifellos ein 
Teil der Differenzen der verschiedenen Autoren iiber die Hohe 
der Restreduktion seine Erklirung finden.“ Diese Betrachtung 
lehrt, namentlich zusammengehalten mit der Tatsache, dal 
speziell Kreatinin Oxydul maskiert, da fiir alle Anlisse hoher 
stickstoffhaltiger Restreduktionen, bzw. hohen Gesamtreststick- 
stoffs die ,, Ausscheidungsmethoden“ weniger geeignet sein miissen. 

Vor allem darf man nicht vergessen, da das vorgingige 
Verfahren der EnteiweiBung bereits entscheidend sein kann.. 
Es macht sich nach unseren Erfahrungen an den pathologischen 


1) O. Schumm, Der Zuckergehalt des Blutes, III. Mitt. 1926, 1. ¢ 
*) P. Mayer, l.c. 
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Verhaltnissen am ehesten geltend. An Methoden waren bzw. 
wurden gebraucht: Die Zinkacetatmethode von Abeles'), die 
Alkoholfallung von Bang?*), kombinierte Salzfallung bei sauerer 
Reaktion, z. B. Authenrieth und Montigny*) wie nach Mac 
Guigan‘), Pikrinsiure nach Lewis und Benedict*), Phosphor- 
wolframsaiure nach Scheibler, Schoendorff, v. Jaksch und 
Stepp*), Quecksilberchloridsalzsiure nach Schenk’); Queck- 
silberjodid-Jodkalium nach Briicke*) oder Tanret*), Queck- 
silbernitrat nach Lépine und Boulud, Bierry und Portier, 
Schoendorff, Degrez und Moog"), Uranylacetat nach 
Oszacki"), Wismutjodid-Doppelsalze nach Neuberg?*), Queck- 
silberacetat nach Neuberg**), Alkohol-Zinkchlorid nach Folin“), 
Trichloressigsiure nach Greenwald”) u. a. mehr. Physikalisch 
bzw. kolloidchemisch arbeitet die Trennung mit Eisenhydroxyd, 
das oft bewahrte Verfahren von Rona und Michaelis, sowie 
die Kaolinmethode derselben Forscher. Ersteres wurde im Ge- 
biete des Blutzuckers zuerst von Rona und Michaelis, 


1) Abeles, ... Zeitschr. f. physiol. Chem. 15, 495. 
®) I. Bang, Uber die Bestimmung des Blutzuckers. Diese Zeit- 


schr. 7, 327, 1908. — A. Erlandsen. Diese Zeitschr. 23, 329, 1910. 

*) W. Authenrieth und Montigny, Uber colorimetrische Be- 
stimmungsmethoden, Zuckererh. Deutsch. Med. Wochenschr. 

*) H.MacGuigan und RoB, Peptonhypoglykamie. Journ. of Biolog. 
Chem. 22, 417, 1915; Chem. Centralbl. 24, 1201, 1915. 

5) Lewis und Benedict, A method for the estimation of sugar. 
Journ. of Biolog. Chem. 20, 61, 1915; Chem. Centralbl. 25, 1344, 1915. 

*) Stepp, l.c. 

*) Schenk, ... Arch. f. d. ges. Physiol 55, 203, 1894. 

8) *) R. Fosse, Royn, Francois, Quant. anal.. Best. d. Harn- 
stoffs nach Chem. Centralbl. 20, 1090, 1915. 

10”) A. Degrez und R. Moog, Neue Methode zur Best. d. Harnstoffs 
nach Chem. Centralbl. 18, 292, 1912. 

1) A. Oszacki, Uber EnteiweiBung und Reststickstoff usw. mit 
Uranylacetat. Zeitschr. f. klin. Med. 1913, 77. 

12) C. Neuberg in C. Neuberg und Mitarbeiter, Der Harn s. o. 

13) C. Neuberg und Ishida bzw. Neuberg und Kerb, diese 
Zeitschr. s.0. Nach zahlreichen Versuchen kommt man bei Anwendung 
dieses Fallungsmittels fiir sich und kombiniert dem Ziele der Beseitigung 
reduzierender Nichtzucker aus der Reststickstofffraktion wesentlich naiher 
als mit allen iibrigen Methoden. 

4) 0. Folin, Journ. of Biolog. Chem. 1912, XI, 529. 

%) J. Greenwald, s. 0. 
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Schumm und Hegler, Frank und Méckel, Neuberg, P.Mayer, 
Frank und Bretschneider, Reicher und Stein u. a. jiingst 
von Stepp und Waentig angewandt'). NaturgemiB stehen 
auBerdem Wege mit geeigneter Kombination zur Verfiigung; 
man findet solche hin und wieder in der Literatur’). Es sei 
daran erinnert, in wie scharfsinniger Weise erst ganz kiirzlich 
Bang die vorwiegend aus saurem Kaliumchlorid bestehenden 
Extraktionsmischung fir sein elegantes mikrochemisches Tropfen- 
verfahren zur exakten Titration durch Beigabe von Uranylacetat 
verbessert hat, ein Verfahren, das allerdings wegen der Auf- 
saugung des Blutes der Adsorption der Kolloide in Papier und 
der erschépfend zu gestaltenden Diffusion des Zuckers Voraus- 
setzungen sui generis erfordert’*). 

Vergleichende Untersuchungen von Philipp‘) erweisen., 
daB die Eisenhydroxydkolloidfaillung in Riicksicht auf krystal- 


loiden Stickstoff rd. 97°/, dessen aus der Uranylacetatfallung 


darstellt, was zwar mit anderen Erfahrungen nicht durchaus 
iibereinstimmt (Hohlweg®), aber wohl das Richtige trifft. 
Sonach fallt die Leistung beider Methoden annihernd zusammen; 


die Phosphorwolframsaurefallung bleibt dagegen um 10°), zu- 


0 
riick. Hitzekoagulationen schaffen ganz andere Verhiltnisse, 
man konnte an den kolloidgebundenen EiweiBzucker oder an 
Aminozucker, an neue reduzierende Kunstprodukte, besonders 
an hydrolytische Umsetzungen des Glykogens denken®). Sowol:l 

1) Siehe hierzu bei v. Fiirth, Probleme d. physiol. u. pathol. Chem., 
II. Stoffwechsellehre, XXXIV. Vorlesung, 203. 

*) A. Erlandsen... . Diese Zeitschr. 23, 329, 1910. — B. Oppler, 
Phosphorwolframsiure und Bleiacetat. Zeitschr. f. physiol. Chem. 14, 393, 
1910. 

3) I. Bang, Mikrobestimmung einiger Blutbestandteile 1916, sowie 
I. Bang und E. Laurin... . Diese Zeitschr. 74, 298, 1916. 

*) R. Philipp, Uber den Stickstoff des enteiweiBten Blutserums 
86, 494, 1913. 

°) H. Hohlweg, Die Bestimmung des Reststickstoffs im Blute usw 
Grenzgeb. d. Med. u. Chir. 28, 459, 1915; Biochem. Centralbl. 18, 336, 1915 

Die jiingst von Hohlweg als Normalwerte angegebenen liegen um 
mehrere Einheiten gegen die objektiven Zahlen nach Bang u.a. zu hoch. 

®) Rona und Michaelis fanden durch spezielle Untersuchungen 
die Fallbarkeit von Glykogen durch die Eisenhydroxydbehandlung; man 
wird wenigstens vorliufig diesen Befund auf andere kolloide Gebilde mit 
ausdehnen diirfen. 
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die weit iiberwiegende Menge der Purine (S. R. Benedict, s. 0.) 
wie des Kreatinins (J. Feigl) wie der Aminoséuren (Clementi 
l.c.) werden durch die Eisenfallung nicht mitgefallt. 

Es ist sonach nicht die Wahl der Titration bzw. der in- 
dividuelle Wirkungswert der Reduktionsmethode allein, sondern 
die der EnteiweiBung mit entscheidend. Man kann bekanntlich 
die neue Methode von Bang auch fiir gréBere Mengen redu- 
zierender Stoffe (Zucker, Blutextrakte) verwenden. Tut man 
dieses, unter Abstraktion von der Koagulation im Papier aber 
unter EnteiweiBung mit Eisenhydrat, so erhalt man bei priizis 
abgestimmten Lésungen fast gleich hohe Werte wie mit der 
alten Makromethode. 

Umgekehrt werden durch eine bestimmte Titrationsmethode 
unter Variation der EnteiweiBung in dafiir geeigneten Lésungen 
mit relativ hohem Gehalt an reduzierenden Nichtkohlenhydraten, 
d. i. also bei einem groBen Anteil pathologischer Fille, die Be- 
funde an Gesamtreduktion und Restreduktion verschieden ge- 
funden. Stepp hat die Kombinierbarkeit der Phosphorwolfram- 
sdurefaillung mit der Bertrandschen Methode dargetan. Wenn 
er sagt, daB die Permanganattitration des Restkohlenstoffs gleich 
ausfiele bei EnteiweiBungen mit Phosphorwolframsaure und 
Eisenhydroxyd, so ist das zwar in seinen Fallen und bei seiner 
Methodik, aber sicher weder allgemein noch tiberhaupt bei Re- 
duktionsmethoden richtig. Indirektes Beweismaterial sei der 
pathologischen Chemie der Harnsaure, des Kreatinins, der Amino- 
siuren entnommen. 

So ergaben sich folgende Zahlenverhaltnisse, wobei der Ge- 
samtreststickstoff nach Rona-Michaelis, die Kreatinfraktion 
nach Folin, die Harnsaure nach Folin und Benedict, die Amino- 
siuren nach Harding und Mac Lean bzw. nach van Slyke 
bestimmt, das Fallungsmittel nach den bestehenden Vorschriften 
angewandt, spater sorgfaltig entfernt und die Filtrate im Vakuum 
bei 20° bis 30° eingeengt wurden. 

Bei Verwendung von Phosphorwolframsaure wurde in einem 
Falle von Leukiémie mit einem Gesamtreststickstoff von 45 mg 
und 8 mg Harnsaure nur 3 mg Harnsiéure — Purinverlust tiber 
50°/, wiedergefunden. 

Eine Urimie zeigte einen Gesamtreststickstoff von 250 mg 
bei Anwesenheit von 12 mg Harnsiure und 33 mg Kreatinin, 
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sowie 8mg Kreatin. Hier wurden nur 6 mg Harnsiéure und 
nur 20 mg Kreatinin bzw. 6 mg Kreatin wiedergefunden. Ver- 
luste an Purin 50°/,, an Kreatinin fast 40° 5. 

Ein experimenteller Reststickstoff (Phosphorintoxikation) 
von 280 mg mit 180 mg Aminosauren bei Abzug des Kreatins 
bzw. Kreatinins ergab hernach nur 120 mg Aminosiuren: Ver- 
lust 33°). 

Wendet man die Alkoholtrennung nach Bang bzw. nach 
Wolf?) bzw. Taylor?) an, so werden, um bei dem letzten Bei- 
spiele zu bleiben, nicht 180 mg Aminoséuren, sondern Werte 
von 120 bis 150, in Parallelversuchen nicht einmal identisch, 
erhalten. 

Wie die Kombinationen und Variationen der Alkoholfallungen 
sich zum Zuckergehalt selbst stellen, hat Ph. Shaffer experi- 
mentell genau beforscht. Einige Zahlen dieser instruktiven 
Versuche seien genannt. 

Ferrihydrat ergab einmal 0,086°/,, Methylalkohol 0,038°),; 
ein anderes Mal ergab das anoganische Kolloid 0,149°/, Zucker, 
90°/, Methylalkohol 0,098°/,, 80°/, dagegen 0,106°/,, 70°, 
bereits 0,114°/,, 60°/, fast die gleiche Menge und 50° 
mehr als 0,118°/,*). 

Die vorgenannte Uramie lieferte mit Alkoholchlorzink, 
genau nach Folin ohne Verzégerung behandelt, ein Kreatinin- 
defizit von iiber 10°/,, bei dreistiindigem Stehen bereits iiber 
33° 


9 nicht 


e 

Bei Anwendung von Mercuriacetat werden von 10 bis 30 mg 
Kreatinin nur 4 bis 8°/, wiedergefunden. Mercurisulfat ist, seit 
Neuberg die Isolierung des Tryptophans ausarbeitete, bekannt 
in seiner Wirkung gegen Cystin und Tyrosin. 


Diese Beispiele mégen zunichst geniigen, um zu zeigen, 
wie weit bereits die EnteiweiBung in von der Norm abweichenden 
Fallen die spater durch die Reduktionsmethode zu ermittelnde 
Gesamtreduktion und Restreduktion beeinfluBt. 

In ein neues Stadium tritt die EnteiweiBung durch die 


1) Ch. Wolf, Journ. of Physiol. 49, 89, 1914; Chem. Centralbl. 1, 
915, 1915. 

*) A. Taylor und H. Florence, Journ. of Biolog. Chem. 22, 63, 
1915; Biochem. Centralbl. 18, 18, 1916. 

3) Ph. A. Shaffer, Journ. of Biolog. Chem. 19, 294, 1914. 
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Arbeit Lewis und Benedict. Diese Forscher bestimmten den 
Blutzucker colorimetrisch durch die Pikrinsiurereduktion. Als 
EnteiweiBung geht vorher eine Behandlung mit demselben Re- 
agens, sowie die Hydrolyse des Kreatinins. Nun hat kiirzlich 
O. Folin die gleiche Behandlung fiir Harn zwecks Ermittelung 
geringer Zuckermengen vorgeschlagen, allerdings kombiniert mit 
einer Kohlebehandlung im Sinne von Bang und Bohmansson’), 
Anderssen”), Larsson*). Wie wir an verschiedenen Harnen 
mit Zuckergehalten unter Verwendung auch anderer Kupfer- 
lésungen als der von Folin empfohlenen fanden, bietet dies 
Verfahren bei geringen Zuckerverlusten die Moglichkeit der 
Entfernung von Purinen und eines Anteiles von Kreatinin. 
Man kann eben dieses Verfahren entweder fiir sich oder kom- 
biniert mit der Eisenmethode verwenden. Es hat sich gezeigt, 
daB die Titration nach der alten Methode von Bang auch bei 
Gegenwart von Pikrinséure nahezu glatt vor sich geht, indem 
die anfanglich tiefgriine Lésung heller, zunachst zeisiggelb, dann 
durch das vorhandene Kaliumpikrat im Endpunkt hochgelb bis 
orange wird‘). 

Von Bang und Bohmansson stammt der Vorschlag, die 
Gesamtreduktion bei EnteiweiBung mit Eisenhydroxyd und an- 
dererseits die wirkliche Reduktion des Zuckers unter Ausschlu} 
der Restreduktion, nach Behandlung mit Kohle in salzsaurer 
Lésung zu ermitteln. Sichergestellt ist dabei die Entfernung 
der Purine, aber das Filtrat enthalt nach wie vor Kreatinin. 
Der Vorschlag dieser Forscher ist zweifellos zunachst prinzipiell 
fiir die Norm erdacht gewesen. Wir fanden in kreatininreichen 
Blutarten (10 bis 25 mg fiir 100 cem) immer noch bis 80°/, 
dieses Stoffes wieder. Diese Befunde lassen also keineswegs 
den SchluB zu, daB die Restreduktion dieser Substanz damit 
ausgemerzt werden kann, was um so mehr ins Gewicht fiallt, 
als Kreatinin die Purine zumeist an absoluter Menge iiberwiegt 
und energischer reduzierend als jene zu wirken vermag. Nach 


‘) I. Bang und Bohmansson, Diese Zeitschr. 23, 443, 1909. 

*) A. Anderssen, Diese Zeitschr. 37, 262, 1911. 

5) K. Larsson, Diese Zeitschr. 48, 483, 1913. 

*) Die Farbtiefe des Kaliumsalzes iiberwiegt die des Natriumsalzes, 
das auBerdem viel heller gefirbt ist. Bei Bangs Lésungen bestehen 


nur Kaliumsalze. 
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bisherigen, noch nicht abgeschlossenen Versuchen bieten sich 
bessere Aussichten durch folgende Kombination. Es wird nach 
Rona und Michaelis enteiweiBt, das Filtrat auf rd. 20,0 cem 
gebracht, je ein Tropfen 10°/, Essigsiiure und gesittigtes Kalium- 
chlorid und feste Pikrinsiure zu geringer Ubersittigung aus- 
reichend beigefiigt, nach eintagigem Stehen mit einer kleinen 
Federmesserspitze bester Blutkohle in recht kurzer Frist (1 Mi- 
nute schiitteln und Filtration) behandelt. Kreatininverlust bei 
absoluten Werten von 10 bis 20 mg in 100 ccm Blut bis zu 
75°/,. Zuckerverlust nicht iiber 7 bis 8°/,'). 

Wendet man das Alkoholverfahren nach dem Vorgange 
von Bang, sowie seine Variationen nach den iibrigen Unter- 
suchern an, so beobachtet man stets mehr oder minder erheb- 
liche Zuckerverluste. Kombiniert man nun die Tierkohlebehand- 
lung mit dieser EnteiweiBung oder mit der Ferrihydratfillung, 
so findet man eo ipso wiederum ein Zuriickgehen des Zuckers, 
mehr im ersten als im zweiten methodischen Gange. Wir haben 
bei der Vereinigung der Kohlemethode mit der Kolloident- 
eiweiBung Verluste gesehen, die zumeist iiber 8°/, lagen, bei 
5 Reihen von je 9 Parallelversuchen an normalem Blute, anderer- 
seits je einmal zu 10°), und selbst noch mehr anstiegen. Man 
wird jedoch mit dieser Kritik der Alkoholzentrifugenmethode 
nicht vdllig gerecht. Wenn auch die Zuckerverluste die An- 
wendung zu feineren Untersuchungen in den Grenzgebieten 
stark einschrinken, so hat sie doch durch die relative Schnellig- 
keit in der Isolierung der zuckerfiihrenden Fraktion und der 
schonenden und schnellen Eindampfung gewisse Vorziige, die 
diesen grundsatzlichen Mangel zwar nicht ausgleichen, aber sie 
doch fiir entschiedene Hyperglykimien und als orientierendes 
Verfahren niitzlich erscheinen lassen. Am ehesten behalten 
also beide Methoden, wofern sie nicht durch die iibrigen fiir 
entbehrlich erachtet werden, ihren Platz innerhalb diabetischer 
Hyperglykamien hdherer Grade. Doch sind auch bei absoluten 
Zahlen von 200 mg Glucose die Resultate hier nicht von erheb- 
lichen Verlusten frei, die 10° o erreichen und selbst weit iiber- 
schreiten kénnen*). Bedenklich wiirde ihre Anwendung nach 
1) Genauere Angaben folgen spater. 

*) Es sei gestattet, auch auf weitere Erfahrungen von O. Schumm 


hinzuweisen, die durchaus die gleichen sind. 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 
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bisherigen Erfahrungen bei der Untersuchung geringgradiger 
Erhéhungen des Zuckerspiegels, die fiir sich an Hand aller be- 
sprochenen Methoden ohne entscheidendes Ubergewicht der einen 
oder anderen nur mabig scharf dargestellt werden kénnen. 

Durchaus untunlich sind sie zur Lésung von Aufgaben 
iiber maBige und geringe Hypoglykamien. Alle Beobachtungen 
stimmen darin iiberein, wie jiingst noch von Schumm!) aus- 
gefiihrt wurde, daB die exakte Ermittelung leichter Senkungen 
des Blutzuckerspiegels durch die Reduktionsmethoden deren 
schwierigster und bisher am wenigsten eindeutig losbarer An- 
teil geblieben ist. Denkt man verringerte Zuckergehalte mit 
einigermaBen iibernormaler summarischer Restreduktion durch 
Nichtkohlenhydrate vergesellschaftet, so werden sich schon von 
vornherein die Werte der Reduktionsmethoden kreuzen. Eine 
Entfernung der Purine gelingt mit Hilfe des Kohlenverfahrens 
von Bang und Bohmansson nach unseren Beobachtungen, 
die in eingeengten Filtraten nach Folin-Benedict durch- 
gefiihrt wurden, nicht aber die des Kreatinins und Kreatins, 
wihrend andrerseits der wahre Zuckergehalt die oben zahlen- 
maBig gegebenen EinbuBen erleidet. 

Bleiben wir bei unserem vorgangigen Beispiele von 80 mg 
Glucose und 4 mg Harnsiéure in 100 ccm Blut, so macht die 
Entfernung der letzteren rund 2 mg Glucose aus, waihrend gleich- 
falls rund weitere 5 bis 10°/, des wirklichen Zuckers durch die 
Adsorption im spiteren Reduktionsvorgang mit ausfallen, die 
gleichgerichtete Wirkung des Kreatinins und Kreatins fast ganz 
erhalten bleibt und diesen Ausfall zumeist noch iiberwiegt. 
Begibt man sich in pathochemische Verhialtnisse, z. B. Reten- 
tionen, Uricimie, Kreatininimie, so kann, wie oben erértert, die 
Abtrennung der Harnsiure einem Verluste in der Reduktion von 
5, selten 10 mg Glucose gleichkommen, so daB mit dem wahr- 
scheinlichen Defizit an wirklicher Glucose, der ca. 5 bis 10°, 
umfaBt, die gesuchte Zahl nicht wesentlich exakter gefaBt werden 
kann, da dieser Herabsetzung der Restreduktion die Wirkung 
des erhalten gebliebenen Kreatinins entgegengesetzt ist. Da 
nun bei nephritischen Erkrankungen im Zusammenhang mit 
Hypertonien Steigerungen im Zuckergehalt vorkommen ko6nnen, 


‘) O. Schumm, 1. c. 1915. 
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so wiirden diese bei summarischen Reduktionen auch in nicht 
iiberfeinen Verhiltnissen durch die Girungsmethodik und die 
experimentell noch schwierigere Polarisation der exakten Be- 
stimmung vielleicht u. U. nicht erreichbar zu machen sein’). 

Es fragt sich nunmehr, wie nach dem Vorstehenden die 
praktische Handhabung von pathochemischen Untersuchungen 
des Blutzuckerspiegels sich mit eingehenderer Kritik der Werte 
fiir Gesamtreduktion und Restreduktion als bisher darstellen 
laBt. Es bietet sich zunachst der folgende Gedankengang; Als 
EnteiweiBung ist eine objektive, kolloidfillende Methode, am 
ehesten mit Vorteil die mit Eisenhydroxyd, zu wiahlen. Alle 
iibrigen Weisen leiden an dem Mangel, in uniibersehbarem 
Grade unproportional und unkonstant Anteile der reduzierenden 
Nichtzucker abzuscheiden. Die meisten verlangen auch Acht- 
samkeit gegen Uberschiisse des Reagens sowie dessen umstiind- 
liche Entfernung. Da bisher ein wirklich quantitativer Weg 
zur Isolierung der reinen Glucose nicht zu Gebote steht, ist es 
besser, die Krystalloide insgesamt zu isolieren. Die Eindampfung 
ist weder einfach noch ganz unbedenklich. Hierauf ist oft, jiingst 
noch von Waentig, hingewiesen worden. Mit Vorsicht gehand- 
habt, ist jedoch der Fehler zu vernachlissigen, wenn lokale Uber- 
hitzung der Schalenwande vermieden wird, was sich mit maBig 
groBen Halbkugelschalen unter NachgieBen erzielen laBt. Vakuum- 
eindampfung ist besser, aber nicht unbedingt nétig und nicht 
iiberall fiir zahlreichere Untersuchungen durchfihrbar. Die 
reduzierenden Komponenten des Reststickstoffs sind dabei re- 
lativ weniger gefahrdet als die Zucker. 

Die nunmehrige Bestimmung hat durch eine energische 
Reduktionsmethode zu erfolgen, der alle reduzierenden Zucker 
und Nichtzucker bei geeigneter Zeitdauer in bestimmtem Grade 
unterliegen, die also eine wahre Gesamtreduktion vermittelt. 
DaB dies die Quecksilbermethode und das Bertrandsche Ver- 


fahren nicht immer erreichen, steht fest*); in einzelnen Fallen 


1) E. Hirsch, Blutzuckergehalt des Menschen usw. Ib. Blutzucker 
und vasculire Hypertonie. Diese Zeitschr. 75, III, 189, 1916. 

*) W. Cramer, Ein neuer Nachweis fiir reduzierende Zucker im 
Harn. Biochem. Journ. 1915, IX, 156. Chem. Centralbl. 1916, I, 1213. 
Nach weiteren Versuchen glaubt C. eine Abstufung der Alkalitét ge- 
funden zu haben, die Harnsiure und Kreatinin in den Vorgang nicht 
mit einbezieht. Fiir Harn scheint dies annahernd zuzutreffen. Weitere 
15* 
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hat auch der Gang von Lehmann-Maquenne Versager er- 
geben, was bisher fiir die makrochemische Hydroxylamin-Titra- 
tion von Bang sowie gleichfalls fiir dieses Autors Kupfer- 
jodometrie, die wir losgelést von der mikrochemischen Aus- 
fiihrungsform mit gréBeren Mengen priiften, als nicht zutreffend 
anerkannt werden muB. Es ist demnach auch der Gedanken- 
gang, mit Methoden niedrigen individuellen Wirkungswertes dem 
wahren Zucker niher zu kommen, sicher bislang keineswegs 
geniigend erhirtet, so dab mit gewissem Rechte das gegenteilige 
Vorgehen zu bevorzugen ist. 

Unabhangig von dieser, tunlichst ungeschmilert zu er- 
reichenden wirklichen Gesamtreduktion ist die Restreduktion 
zu ermitteln, Dieses Ziel 1aiBt sich einstweilen nur so ver- 
wirklichen, daB von der Gesamtreduktion der spezifische Wert 
fiir Harnsiure, Kreatinin, Kreatin, abgesetzt wird. Das hat 
natiirlich als Forderung zur Folge, die genannten Stoffe fir 
sich zu ermitteln, um diesen definierten Teilbetrag der Rest- 
reduktion einfiihren zu kénnen, wobei man dem _ gesuchten 
Zucker oder besser dem Gesamt-Kohlenhydratkomplex naher- 
riickt, Es ist natiirlich somit kein expeditives Verfahren ge- 
wonnen, das kurz und schnell den Blutzuckerspiegel direkt zu 
klinischen Zwecken zu ermitteln erlaubt. Fir alle Fille, in 
denen — auferhalb der Norm — mit Anreicherung der ge- 
nannten Fraktionen des Gesamtreststickstoffs zu rechnen ist, 
wird man bei wissenschaftlichen Zwecken mit diesem Verfahren 
den wahren Zucker weitaus genauer als bisher treffen k6nnen. 
Der nachste Gewinn wird wahrscheinlich die Aufklairung strittiger 
bzw. ungeklarter ,,Restreduktionen“ und die Entschleierung der 
»scheinbaren“ Hyperglykamien sein. Fir rein klinische Zwecke 
bietet sich, wenn auch nicht iiberall, die Méglichkeit, mit dem 
Pikrinséure-TierkohleprozeB weiter zu kommen. Rein dia- 
gnostisch ist jedenfalls die Belastungsprobe mit Glucose bei 
erneuter Untersuchung, mit Vorteil nach dem Vorgange von 
Schirokauer im Serum bzw. Plasma, eine fast sicher erfolg- 
reiche Fortfiihrung’). 


Versuche fiir Harn und Blutfiltrate sind im Gange. Es wiirde diese Ent- 
wicklung der dlteren Auffassung von Embden iiber die Quecksilber- 
reagentien recht geben. 

1) H. Schirokauer, Funktionspriifung der Leber. Zeitschr. f. klin. 
Med. 78, 469, 1913. 
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Hier muB des weiteren ein Gedankengang Beriicksichtigung 
finden, dessen Vorstellungen zwar nicht durchaus zwingend, aber 
an sich méglich sind. Wenn auch Glucose sowie andere Kohlen- 
hydrate, wenn ferner Kreatinin, Kreatin, Harnsiure jede 
Substanz fiir sich — entschiedene, genau meBbare Reduktions- 
wirkungen im Rahmen bestimmter Methoden zeigen, so ist da- 
mit nicht unbedingt festgelegt, daB vielseitige Gemische dieser 
Stoffe untereinander in Medien, die andere reaktionsfaihige Korper 
enthalten (Purine, Aminosiiuren usw.), streng proportional und 
additiv nach ihrem Einzelverhalten reagieren. Einige Versuche 
an Hand der Methoden von Bang und Lehmann liegen vor, 
die jedenfalls zeigen, daB schon Lavulose oder Glucose gemein- 
sam mit Kreatinin bzw. Harnsiiure in iiblicher Ausfiihrung re- 
duziert, nicht selten Zahlen liefern, die gegen die im Einzel- 
versuch mit fraglichen Mengen ermittelten etwas zuriickbleiben. 
Man wird also bis zum Vorliegen klarender Beweisversuche diese 
Kompensationswirkung a priori in der Diskussion belassen diirfen. 


SchluBsitze. 


In vorstehenden Ausfiihrungen ist Material beigebracht 
worden, das sowohl fiir physiologische wie pathologische Ver- 
haltnisse zahlenmaBige Vorstellungen iiber eine definierbare 
Fraktion der Restreduktion vermittelt. Nachdem das Bestehen 
dieses Begriffes auch fiir die Norm unabhiingig vom Wert- 
ausdrucke bestimmter Methoden festgestellt war, muBte es die 
nachste Aufgabe sein, seinen Inhalt in faBbare GréBen auf- 
zulésen. Dieses lieB sich, wie gezeigt, durch das Studium der 
reduzierenden Nichtkohlenhydrate des Gesamtreststickstoffs an- 
bahnen. Damit wird der Begriff der Restreduktion zunachst als 
solcher weiter erhartet. Er wird fernerhin geliutert, ohne sich 
restlos in bekannte Stoffe auflésen zu lassen. Sicher ist, daf 
auch von weiteren stickstoffhaltigen Krystalloiden noch sehr 
geringe Wirkungen, die in bestimmt gearteten Grenzfillen viel- 
leicht ansteigen, aufgeklart werden kénnen. Sicher ‘ist ferner, 
daB der nunmehr noch bleibende Anteil der Restreduktion von 
stickstofffreien Substanzen beherrscht wird, unter denen die 
Kohlenhydrate — seien es andere Zucker, seien es komplexe 
Formen, seien es endlich Derivate der niederen Reihen, 
weit tiberwiegen. Hier sind die Auffassungen von Frank und 
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Bretschneider, Embden u. a. wie von Stepp maBgebend. 
Man weiB iiber die Natur der fraglichen Substanzen bisher 
nichts Genaues. Der letztere Autor hat aus der Ermittlung der 
Restkohlenstoffzahl indirekt Schliisse gezogen und Vorstellungen 
geschaffen. Somit sieht man, daB die Frage nach der GréBe 
des Blutzuckers zwar den dem praktischen Ziel angepaBte 
Begriff enthalt, daB dessen Wert jedoch in der exakten 
Feststellbarkeit weit hinter denen der Gesamtreduktion wie 
Restreduktion zuriickbleiben. Alle weiteren Arbeiten werden 
schon aus der Einsicht von dem praktisch zunichst Erreich- 
baren an den letzten Begriffen ankniipfen, die methodisch aus- 
reichend darstellbar sind und von denen der zweite dem Wesen 
nach teilweise aufgeklart werden kann. Beiden gegeniiber ist 
der Blutzucker noch immer die umstrittene GréBe, die auch 
nicht einmal in der Norm mit der Gesamtreduktion zusammen- 
fallt. Die methodische Weiterarbeit findet drei Richtlinien vor. 
Einmal kann man den Gedanken von Embden, mit Hilfe eines 
Verfahrens von spezifisch niederem Reduktionswert dem wahren 
Zucker niher zu kommen, verfolgen. Seit sich jedoch die 
Schwierigkeit ergab, daB die fraglichen Reaktionen den echten 
Zucker nicht quantitativ ermittelten, muBte dieser selbst an- 
gesichts der Tatsache, daB eine Verkleinerung des Betrages 
der Restreduktion durch Nichteinbeziehung bzw. geringe Mit- 
beteiligung der stickstoffhaltigen Trager dieser Erscheinung ge- 
lungen schien, vorliufig zuriicktreten. Die gegenteilige Auf- 
fassung von der Bevorzugung der ungeschmilerten Gesamtreduk- 
tion hat wenigstens fiir sich, daB alle im Reduktionsvorgange 
faBbaren Komponenten mit ihrer Quote zur Geltung kommen, 
womit unkontrollierbaren Verlusten einer oder der andern Gruppe 
nach bester Méglichkeit entgegengearbeitet und durch weitere 
Analysen zunichst ein Anteil der Restreduktion nach vorstehen- 
der Betrachtung methodisch und rechnerisch definierbar wird. 

Beiden steht der Gedanke von Oppler in bisheriger 
wie weiter zu entwickelnder und zu variierender Form wahr- 
scheinlich sehr aussichtsreich gegeniiber. Dieser gipfelt in der 
Idee einer Fraktionierung der an der Gesamtreduktion beteiligten 
Stoffe und der stufenweisen Analyse. Theoretische und prak- 
tische Befunde in der Reihe pathologischer Fille haben bereits 
fiir die reduzierenden Nichtkohlenhydrate aus der Fraktion des 
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Gesamtreststickstoffs die Richtigkeit und weitere gute Aus- 
sichten dieser Voraussetzungen ergeben. Ob es gelingen wird, 
die Glucose zu fallen, scheint am weitesten abliegend. Zwar 
glauben Plimmer und Skelton') geeignete Verhiltnisse bei 
Benutzung von basischem Bleiacetat ermittelt zu haben, die 
in Harn eine volle Fallbarkeit der Glucose erméglichen. Der 
Weg ist als solcher, wie auch modifiziert fiir Blutfiltrate, zum 
mindesten nachzupriifen. Das oben genannte Verfahren von 
Lewis und Benedict”) wurde von Myers und Bailey*) nach- 
gepruft, geeignet befunden und weiter ausgebaut. Da dieses 
Purin ausfallt, Kreatinin nicht mit einbezieht und somit eines 
Teiles der Restreduktion ledig ist, bietet es nach den letzt- 
genannten Autoren, wie eigenen Versuchen, recht gute, fiir die 
Pathochemie grundsatzlich neuartige Aussichten ‘). 


) R. H. Plimmer und R. F. Skelton, Biochem. Journ. 1914, 
VIII, 641. 

*) R. Lewis und S. R. Benedict, I. ec. 

5) V. Myers und C.V. Bailey, Estimation of Blood Sugar. Journ. 
of Biolog. Chem. 1916, Febr., XXIV, 147. 

4) J. Feig] und A.V. Knack nach J. Feigl, Vortrag im Naturw. 
Verein zu Hamburg, 1916, 21. Juni. 





Eine bequeme Methode zur quantitativen Bestimmung 
der §-Oxybuttersiure im Harn. 


Von 
Erik Ohlsson. 
(Aus dem med.-chemischen Institut der Universitat Lund.) 
(Eingegangen am 22. Juli 1916.) 


Um den Verlauf einer diabetischen Acidose klinisch zu 
verfolgen, hat man sich bisher damit begniigen miissen, die 
Summe der Mengen von Aceton und Acetessigsiure im Harn 
zu bestimmen. Denn alle bisherigen Methoden zur Bestimmung 
der f-Oxybuttersiure, von denen viele hinlanglich genau sind, 
haben einen gemeinsamen Mangel darin, daB sie zu zeitraubend 
sind, wodurch sie zur wissenschaftlichen Forschung weniger ge- 
eignet und fiir klinische Zwecke fast unbrauchbar sind. Da 
aber von den drei Acetonstoffen die f-Oxybuttersiure in groBter 
Menge ausgeschieden wird und die Acidose hauptsachlich durch 
sie hervorgerufen wird und auBerdem das quantitative Ver- 
haltnis zwischen den verschiedenen Acetonstoffen innerhalb wei- 
ter Grenzen schwankt, so daB man nicht von der Menge von 
Aceton und Acetessigsiure auf die Menge der f-Oxybuttersaure 
und damit auf die Totalmenge der Acetonstoffe schlieBen kann, 
so darf angenommen werden, daB eine bequeme Methode zur 
Bestimmung der f-Oxybuttersiure nicht nur einen klinischen 
Wert besitzen, sondern auch ohne Zweifel zu einem besseren 
Verstindnis der Acidose selbst beitragen wird. 

Da ich schon bei einer anderen biologisch interessanten 
Oxysiure, der Milchséure, wo die Sachlage eine durchaus ahn- 
liche war, durch Anwendung von Amylalkohol statt Ather als 
Extraktionsmittel die Zeitdaner der Milchséurebestimmung ganz 
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enorm verkiirzen konnte'), so lag es nahe, meine dort gewon- 
nenen Erfahrungen auf die Bestimmung der /-Oxybuttersaure 
zu verwerten zu suchen. Das Problem war folglich, ein |geeignetes 
Extraktionsmittel zu finden. Als solches hat sich Essigester 
am besten bewahrt. Zur Bestimmung der /-Oxybuttersiure 
im Extrakte habe ich ausschlieBlich die polarimetrische Me- 
thode verwendet, weil sie im Vergleich mit anderen Methoden 
die bequemste und geschwindeste ist, zudem ein Pricisions- 
polarimeter von Schmidt und Haensch, in 0,01° gradiert, zu 
meiner Disposition stand. Wer nicht iiber einen Polarimeter 
verfiigt, kann mit der Methode von Schaffer*) oder Darm- 
stidter®) gut auskommen. 


Welches Extraktionsmittel ist das beste? 


Wenn man die /-Oxybuttersaure polarimetrisch bestimmen 
will, sind diejenigen Extraktionsmittel a priori auszuschlieBen, 
die selbst optisch aktiv sind, wenn man nicht die Methode un- 
notigerweise komplizieren will. Folglich ist Amylalkohol zu 
verwerfen. Da die $-Oxybuttersiure in Kohlenwasserstoffen 
schwer léslich ist, so bleiben von leichter zuginglichen Extrak- 
tionsmitteln nur Ather und Essigester iibrig. Die alten lang- 
wierigen Atherextraktionen zeugen genug von der Unzweck- 


maBigkeit des Athers. Leider besaB ich keine reine optisch 


aktive /-Oxybutterséure, um durch direkte Bestimmung der 
Teilungskoeffizienten die Uberlegenheit des Essigesters zu zeigen, 
Fir inaktive Siaure sind die Teilungskoeffizienten wie folgt: 


zwischen Ather und Wasser. ........2.... O04, 
” Essigester und Wasser. .......... «1,0, 
” ” » gesittigter Magnesiumsulfatlésung 1,7. 


Diese Zahlen gelten aber nur fiir inaktive Saure und treffen 
fiir aktive Saéure nicht zu. Als erste Orientierung sind sie aber 
nicht ohne Interesse, und sie machen es héchst wahrscheinlich, 
daB Essigester auch bei aktiver Saéure bessere Resultate liefert 
als Ather. 


1) Skand. Arch. f. Physiol. 33, 231, 1916. 
*) Journ. of Biolog. Chem. 5, 211, 1908. 
8) Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 355, 1902/03 
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Extraktion mit Essigester. 


Zur Priifung des Essigesters als Extraktionsmittel fiir aktive 
f-Oxybuttersiure ist folgender Versuch angestellt worden. 
200 ccm Harn von einem Patienten im Coma diabeticum wurde 
mit 100 g Ammoniumsulfat versetzt und nach erfolgter Lésung 
filtriert. Das Volumen des Filtrates betrug 256 ccm. 200 ccm 
wurden abpipettiert, mit 25 ccm 20°/,iger Schwefelsiure an- 
gesiuert und in einem Scheidetrichter mit dem gleichen Vo- 
lumen Essigester geschiittelt. Nachdem die Schichten sich ge- 
klirt haben, wird der Harn abgelassen und der Essigester in 
einen anderen Scheidetrichter iibertragen und mit 10 cem 30°/,- 
iger Natriumcarbonatlésung geschiittelt, wodurch die im Essig- 
ester geléste Siure als Natriumsalz in die Sodalosung iiber- 
gefiihrt wird. Die Sodalésung wird in eine Glasmensur abge- 
lassen und mit 20°/,iger Schwefelséure bis zu 20 ccm Volumen 
versetzt. Der Essigester wird in den ersten Scheidetrichter 
zuruckgefihrt, mit dem Harn wieder geschiittelt und im zwei- 
ten Scheidetrichter mit 10 ccm Sodalésung behandelt usw. 
5 solche Extraktionen werden ausgefiihrt. Jede liefert 20 ccm 
einer Loésung, die auBer der extrahierten 6-Oxybuttersiure noch 
Natriumsulfat und iiberschiissige Schwefelsiure enthalt. Diese 
Stoffe beeinflussen das Drehungsvermégen der f£-Oxybuttersaure 
nicht, und man kann folglich die Menge der /-Oxybuttersiure 
polarimetrisch bestimmen. Das Ergebnis dieses Versuches ist 
in der Tabelle I zusammengestellt. 


Tabelle I. 





Ordnungszahl | 
der od g 
Extraktionen 





—1,66° | 0,69 
—086° | 036 
—o57? | 0.24 
— 0,309 0,12 
—0 219 0,09 


1,50 








Es bedeutet: « die abgelesene Drehung (Natriumlicht), 
g die Menge der f-Oxybuttersiure in Gramm, 
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[@]p das spez. Drehungsvermégen der /-Oxy- 
buttersiiure == 24,12°, 
1 die Lange des Polarimeterrohres, 
v das Volumen der angesiuerten Lésung. 


Die Formel zur Berechnung von g ist 


a-u 
[e]p =; 
g 


Die Summe der extrahierten Mengen ist 1,50 g. Natiir- 
licherweise wird ein gewisser Teil, 3, der 6-Oxybuttersiure im 
Harn zuriickbleiben. Die wahre Menge der im Harn urspriing- 
lich vorhandenen Saure, c, ist folglich 1,50-+-6. Folgende Be- 
trachtung zeigt uns die ungefihre Gré8e von 6. Erstens mu 
6 eine kleine Quantitéat sein, denn die extrahierten Mengen 
nehmen in der Serie schnell ab. Wird vorliufig 60 gesetzt, 
d. h. c==1,50, so wird bei der ersten Extraktion 46°/, der 
ganzen Menge erhalten. Man berechnet nun einen Wert von 
6 so, daB auch bei der letzten Extraktion die extrahierte Menge, 
0,09 g, 46°), 
betragt. Als Wert von 6 wird 0,11 gefunden, woraus c = 1,61 g 


der ganzen jetzt vorhandenen Menge, 0,09 + 4, 


berechnet wird. Wird dieser Wert zur Berechnung der Pro- 
zentzahl der ersten Extraktion verwendet, so ergibt sich dieselbe 
zu 43°/,, 


rechnung gibt dieselben Werte. Als wahrscheinlichster Wert 


woraus sich 6 als 0,12 g berechnet. Eine neue Um- 


von c wird also 1,62 g angenommen. In der Tabelle wird 
unter °/, angegeben, wie viele Prozente der beim Beginn jeder 
Extraktion vorhandenen Menge extrahiert werden. Am unteren 
Ende der Kolonne findet man, wie viele Prozente der ganzen 
berechneten Menge die Summe der extrahierten Mengen 
betrigt. 

Das Resultat eines mit demselben Harn ausgefihrten ganz 
aihnlichen Versuches wird in der Tabelle II gezeigt. Die 
Tabelle III gibt das Verhiltnis eines anderen Harns wieder, 
wobei jedoch das extrahierte Volumen gréBer war, indem das 
ganze Filtrat von 200 ccm Harn und 100 g Ammoniumsulfat, 
mit 25 ccm Schwefelsiure angesduert, verarbeitet wurde. 

Eine Zusammenstellung der Prozentzahlen wird in der 
Tabelle IV gegeben. In der letzten Kolonne sind die Medien 
der drei verschiedenen Versuche angefiihrt. 
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Tabelle II. 





Ordnungszah] 
der 
Extraktionen 











Tabelle IIL. 





Ordnungszahl 
der g | 
Extraktionen | | 


0,84 
0,49 
0,32 
0,22 
0,14 


2,01 








Tabelle IV. 





Ordnungezahl 
der II Medien 
Extraktionen 


1 43 46 
2 39 iat 39 
3 42 50 42 
4 36 ee oe 42 
5 

| 

i 


42 





42 
90 93 


43 45 
93 96 











Die Konstanz der Prozentzahlen jeder Serie ist so gut, 
wie man nur erwarten konnte, denn die relative Genauigkeit 
wird wahrend des Fortganges des Versuchs vermindert, weil die 
abgelesenen Drehungswinkel immer kleiner werden, und iiber- 
dies beeinfluBt ein Fehler einer Bestimmung die Summe und 
somit auch die Prozentzahlen der ganzen Serie. DaB die Medien 
eine beinahe vollstandige Konstanz zeigen, trotzdem nur drei 
Versuche ausgefiihrt sind, ist nur als eine Zufalligkeit anzu- 
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sehen, und deshalb darf ein zu groBes Gewicht darauf nicht 
gelegt werden. 

Es lassen sich doch einige SchluBfolgerungen aus den ge- 
fundenen Resultaten ziehen. Der Teilungskoeffizient der aktiven 
f-Oxybuttersiure zwischen Essigester und konzentrierter Am- 
moniumsulfatlésung betrigt nur 0,7 bis 0,8, ist also bedeutend 
kleiner als fiir inaktive Saéiure. In Ubereinstimmung hiermit 
werden durch fiinfmaliges Ausschiitteln mit dem gleichen Volu- 


men Essigester etwa 93°/. der vorhandenen Menge extrahiert. 
0 £ 


Aber auch eine andere Frage, namlich die, ob nur S-Oxy- 
buttersiure oder auch andere optisch aktive Substanzen extra- 
hiert werden, léBt sich mit einiger Wahrscheinlichkeit dahin 
beantworten, daB keine anderen Stoffe in solcher Menge, dab 
sie die gewonnenen Resultate stérend beeinflussen, extrahiert 
werden. Es ist nimlich sehr unwahrscheinlich, daB diese Stoffe 
denselben Teilungskoeffizient zwischen den beiden Fliissigkeiten 
besitzen wie /-Oxybuttersiure. Und nur wenn dies der Fall 
ist, werden sie nicht wahrgenommen. Denn ware der Teilungs- 
koeffizient ein anderer, wiirden diese Stoffe, in nicht zu ge- 
ringer Menge vorhanden, einen ,Gang“ in den angefiihrten 
Prozentzahlen bewirken. 

Einen mehr direkten Beweis dafiir, dafS keine anderen 
optisch aktiven Stoffe extrahiert werden, liefert der folgende 
Versuch. 200 ccm ammoniumsulfathaltiger Harn wird fiinfmal 
mit dem gleichen Volumen Essigester extrahiert. Der Essigester 
wird im Wasserbade abdestilliert. Der Riickstand, in 25 ccm 
Wasser gelést und mit Tierkohle entfairbt, zeigt im 2-dm- 
Rohr die Drehung « == —1,98°. 15 ccm dieser Lésung, ent- 
sprechend 0,616 g f-Oxybuttersiure, werden mit Natronlauge 
neutralisiert und mit Wasser bis zu 20 ccm versetzt. Drehung 
im 2-dm-Rohr « = —1,06°. 0,616 g f-Oxybuttersiure geben 
0,746 g f-oxybuttersaures Natron. Hieraus wird das spezifische 
Drehungsvermégen des Natriumsalzes zu 14,21° berechnet, in 
der Literatur wird 14,35° angegeben’). 


‘) In diesem Zusammenhang mag ein anderer Versuch erwahnt 
werden. 10 ccm einer auf die oben angegebene Weise dargestellten 
Lésung der freien Saéure wurden mit 20°/,iger Schwefelsiure bis zu 
20 ccm versetzt. Die erste Lésung zeigte im 2-dm-Rohr die Drehung 
a == —1,31°, die zweite a = —0,68°, also mit geniigender Genauigkeit 
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Traubenzucker speziell betreffend zeigt ein direkter Ver- 
such, daB davon merkbare Mengen nicht extrahiert werden. 
Da iiberdies das Extrakt von normalem Harn praktisch ge- 
nommen kein Drehungsvermégen besitzt, so ist hiermit der 
Beweis geliefert, daB die gefundene Drehung nur von der 
f-Oxybuttersaure herriihrt. 


Beschreibung der endgiiltigen Methode, 


200 cem Harn werden mit 100g Ammoniumsulfat und 
25cem 20°/,iger Schwefelsiure versetzt und nach erfolgter 
Lésung filtriert. Das Volumen, etwa 275 ccm, wird gemessen. 
Die Lésung wird in einen Scheidetrichter, der etwa 600 ccm 
faBt, iibertragen, mit demselben Volumen Essigester geschiittelt 
und dann in Ruhe gelassen. Nach erfolgter Klarung wird die 
untere Schicht, die Wasserphase, abgelassen, und der Essigester 
in einen andern Scheidetrichter verbracht und mit etwa 25 ccm 
30°/,iger Sodalésung geschiittelt. Das Gleichgewicht zwischen 
Essigester und Harn stellt sich schnell ein. Gutes Durch- 
schiitteln waihrend einer halben bis einer ganzen Minute geniigt. 
Dasselbe gilt fiir das Schiitteln mit Sodalésung. Nachdem sich 
die Schichten getrennt haben, wird die Sodalésung so vollstandig 
wie méglich abgelassen und in eine Mensur von 50 cem Volumen 
aufgenommen. Der Essigester wird in den ersten Scheide- 
trichter zuriickgebracht, wieder mit dem Harn geschiittelt und 
die ganze Prozedur unter Anwendung derselben Sodalésung 
wiederholt. Nach 5 Extraktionen sind 90 bis 95°/, der $-Oxy- 
buttersiure in die Sodalésung iibergefiihrt. Die Sodalésung wird 
in der Mensur vorsichtig mit kleinen Mengen 20°/, iger Schwefel- 
saiure versetzt. Nachdem die Kohlenséureentwicklung aufgehort 
hat, wird mit Schwefelsiure bis zu 50 ccm gefiillt. Die Fliissig- 
keit wird durch Schiitteln homogen gemacht und das Drehungs- 
vermégen gemessen. Wenn die Lésung zu stark gefarbt ist, 
wird mit wenig Tierkohle entfairbt. Doch sollte dies womég- 
lich vermieden werden, denn dadurch werden immer Verluste 
von etwa 5°/, verursacht’). 

Wenn man andere Methoden zur Bestimmung der /-Oxy- 


die Hilfte. Dies zeigt, da8 das Drehungsvermégen der Siure durch 
iiberschiissige Schwefelsiure nicht beeinfluBt wird. ; 
*) Der Essigester ist ohne weiteres zur nichsten Extraktion bereit. 
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buttersiure als die polarimetrische benutzt, nimmt man besser 
ein groBeres Volumen Sodalésung, etwa 100 ccm 5°), igér Lésung. 

Fiir klinische Zwecke, wo es besonders auf die Schnellig- 
keit der Methode ankommt, wird ein groBer Zeitgewinn da- 
durch erzielt, daBS der Harn nur einmal mit demselben Volumen 
Essigester geschiittelt wird. Der Essigester wird, wie oben an- 
gegeben, mit Sodalésung behandelt, doch verwendet man zweck- 
maBigerweise nur 10 bis 15 ccm und versetzt mit Schwefel- 
siure bis zu 25 ccm, und das Drehungsvermégen wird gemessen. 
Wie aus der Tabelle IV hervorgeht, wird bei der ersten Extrak- 
tion durchschnittlich 42°/, der ganzen Menge extrahiert. Eine 
genauere Bestimmung wurde folgendermafBen ausgefiihrt. Eine 
Lésung von aus Harn extrahierter Oxybuttersiure zeigte im 
2-dm-Rohr « = —1,04°. Hiervon werden 100 ccm, die also 
2,16 g enthalten, mit 100 ccm Wasser versetzt und nach Zusatz 
von Ammoniumsulfat und Schwefelsiure wie oben  einmal 
extrahiert. Die extrahierte Siure, deren Volumen 25 ccm be- 
trug, zeigte im 2-dm-Rohr « — —1,75°, was einer Menge von 
0,91 g, d. h. 42°/, entspricht. Ein zweiter ganz ahnlicher Ver- 
such ergab « == —1,78° und 0,93, d.h. 43°/,. Eine andere 
Lésung, die im 2-dm-Rohr eine Drehung « = —0,89° zeigte 
und folglich in 100 cem 1,84 enthielt, gab nach derselben Me- 
thode a == —1,44° und 0,75 g, d.h. 41°/,.. Im Durchschnitt 


werden also 42°/, extrahiert, was auch aus der Tabelle IV 


0 
hervorgeht. Dies ist eine wertvolle Bestatigung der in den 
Tabellen I bis IV angefiihrten Versuchsresultaten. 

Diese verkiirzte Methode, deren Genauigkeit wahrschein- 


lich ebenso groB ist wie die jeder anderen Extraktionsmethode, 


gibt also 42°/, der vorhandenen Menge. Um die ganze Menge 
zu berechnen, muB also die gefundene Zahl mit einem Faktor 


100 gages be 
wae - 2,38 oder rund 2,4 multipliziert werden. 


In der Tabelle V werden die Resultate einiger teils mit 
einer, teils mit 5 Extraktionen gemachten Bestimmungen 
angefiihrt. Die Bezeichnungen sind dieselben wie in der 
Tabelle I, ferner bedeutet G die ganze vorhandene Menge 
f-Oxybuttersaure, berechnet aus der gefundenen Menge unter 
der Annahme, da8 bei einer Extraktion 42°/,, bei fiinf 93°), 
extrahiert werden. 
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Tabelle V. 





Tages- 
menge der 
B-Oxybut- 
tersaure 


Volumen 
des 
extrahier- 
ten Harns 


Tages- 
menge 
des Harns 


Ver- 
such 


ep) 


g 


xtrak- 
tionen 


x 
4 


m= 00 08 SS 00 DO 


| Zahl der 


WT 


32,3 
33,4 
31,1 
14,3 
14,8 
12,6 
12,8 


la 3000 160 : 50 54° | 1,60 
lb 8000 160 25 | —1,42 0,74 
le 3000 160 20 ) 0,69 
2a 2100 160 50 97 1,01 
2b 2100 160 25 ss 0.47 
8a 1700 200 é 50 ,o3° 1,38 
3b 1700 200 25 a 0,63 


tr pe = Oo sa ta 


























Einige Versuche, wo die f-Oxybuttersiure durch einmalige 
Extraktion teils im Harn, teils in Gemischen von Harn und 
Wasser bestimmt wurde, gaben, wie die Tabelle VI zeigt, sehr 


gute Werte. 
Tabelle VI. 





Vv Menge a £-Oxybuttersaiure 
ersuch v 
Harn | Wasser (2-dm-Rohr) gefunden | berechnet 


la 200 | — 25 —1,22¢ 0,63 
1b 100 100 25 —0,60° 0,31 
2a 200 ~- 25 —1,76° 0,91 
2b 110 90 25 —0,92° 0,48 
3a 200 =| — 25 —0,96° 0,50 
3b 150 | 50 25 — 0,68 ° 0,35 














Zuletzt médgen einige Versuche mit normalem Harn er- 
wihnt werden. Die Resultate sind in der Tabelle VII zusam- 


mengestellt. 


Tabelle VIL. 





Versuch Menge v , f 
Harn (2-dm-Rohr) 








1 200 25 —0,01° 0,01 
2 200 25 —0,10° 0,13 
3 200 25 —0,06° 0,08 











Die hier angegebene Methode, die in kurzer Zeit geniigend 
genaue Werte liefert, erméglicht es, an einer gréBeren Zahl 
Diabetici tagliche Bestimmungen der f-Oxybuttersdiure auszu- 
fiihren. Solche Bestimmungen, wodurch man dem Verlauf der 
diabetischen Acidose folgen kann, sind schon unternommen. 





Bemerkungen zu K. A. Hasselbalch: 


Die ,reduzierte“ und die ,regulierte* Wasserstoffzahl 
des Blutes’). 


Von 
Otto Porges (Wien). 


(Hingegangen am 23. Juli 1916.) 


In den letzten Jahren hat unsere Kenntnis der aktuellen 
Reaktion des Blutes eine wesentliche Erweiterung und Ver- 
tiefung erfahren. Nachdem durch Winterstein sowie Porges 
und Markovici die Theorie aufgestellt war, daB die Atmung 
durch die Aciditat, die H-Ionenkonzentration des Blutes reguliert 
wird, entwickelten letztere Autoren die durch klinische Beob- 
achtungen gestiitzte Anschauung, daB umgekehrt die Atmung 
wieder die Blutaciditaét reguliert, indem sie durch Ausscheidung 
von Kohlensaure eine normale Reaktion herstellt*). Diese beiden 
Theorien, die von Hasselbalch als Neutralitatstheorie, von 
Winterstein als Reaktionstheorie der Atmung bezeichnet werden, 
sind von Hasselbalch durch zahlreiche, exakt angelegte Ver- 
suche gepriift und bestatigt worden. Wir werden daher selbst 
bei hochgradigen Verinderungen des Gehaltes des Blutes an 
fixen Saéuren oder Alkalien nur geringfiigige Verainderungen 
seiner aktuellen Reaktion erwarten, da solche Veranderungen 
durch das wechselnde Niveau der Kohlensiurespannung kom- 
pensiert werden. Immerhin wird man bei acidotischen Zustianden 
erwarten, da8 das Blut saurer ist als in der Norm, denn sonst 


1) Diese Zeitschr. 74, 56, 1916. 

*) Diese zweite Theorie, obwohl gewisserma8en eine Umkehrung der 
erstangefiihrten, ist keine Selbstverstindlichkeit, wie dies Hasselbalch 
darstellt, denn sonst waren Hasselbalchs schéne Versuche, die ibr als 
Stiitze dienen, iiberfliissig. 
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kénnte ja das Atemzentrum nicht auf die Dauer in erhéhtem 
Erregungszustand, die Atmung bei erhdhter Tatigkeit, die 
Kohlenséurespannung auf einem herabgesetzten Niveau er- 
halten werden. 


Nun fiihrt Hasselbalch’) in einer jiingst in dieser Zeit- 
schrift erschienenen Publikation vier Beobachtungen an, die 
dieser Forderung scheinbar widersprechen: In zwei von Barcroft?) 
beobachteten Fallen von diabetischer Acidosis, sowie zwei von 
Hasselbalch und Gammeltoft*) untersuchten Fallen von 
Schwangerschaftsacidosis war die Reaktion des Blutes scheinbar 
alkalischer als normal, die Vermehrung von fixen sauren Valenzen 


hatte scheinbar zu einer Uberkompensation durch die Atmung 


gefiihrt und das Niveau der Kohlensiurespannung so weit herab- 
gesetzt, daB gegeniiber der Norm alkalische Reaktion erzeugt 
wurde, ,die Acidose hatte die Aciditaét herabgesctzt“. Hassel- 
balch schienen diese Beobachtungen unsere bisherige Auf- 
fassung des Wesens der Acidose ad absurdum zu fiihren. Hierzu 
kommt nach Hasselbalch ein zweites Bedenken gegen den 
bisherigen Begriff einer Acidose. Hasselbalch hatte nach- 
gewiesen, daf die Hohenklimaacidose nicht durch vermelhrte 
Bildung von Sauren, sondern durch herabgesetzte Ammoniak- 
erzeugung hervorgerufen ist, daB es sich hier also eigentlich 
um eine Acidose durch Basendefizit handelt. Er nennt diesen 
Ausdruck einen Selbstwiderspruch. 


Hasselbalch glaubt diese Schwierigkeiten zu umgehen, 
wenn die Bezeichnung Acidose im bisherigen Sinne fallen ge- 
lassen und nur fiir Zustiinde von diabetischer (Nauny nscher) 
Acidose und andere durch Vermehrung von organischen Saéuren 
erzeugte Acidosen reserviert wird. Fiir die Bezeichnung des 
Saure-Basengleichgewichtes im Blute schlagt er nach Michaelis 
den Ausdruck Wasserstoffzahl*) vor und unterscheidet eine ,,re- 
duzierte Wasserstoffzahl“, d. i. H-Ionenkonzentration bei einer 
CO,-Spannung von 40 mm, und eine ,regulierte Wasser- 


1) Diese Zeitschr. 74, 56, 1916. 

*) The respiratory function of the blood, Cambridge 1914,S. 227, zitiert 
nach Hasselbalch 1. c. 

*) Diese Zeitschr. 68, 206, 1915. 

*) Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration S. 4. 
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stoffzahl“, d. i. eine H-Ionenkonzentration bei alveolarer CO,- 
Spannung. 

Uns erscheint die vorgeschlagene Umstempelung des Be- 
griffes Acidose nicht gliicklich und die Bedenken gegen die 
bisherigen Vorstellungen und Benennungen nicht stichhaltig. 
Zudem 1aBt sich gegen Hasselbalchs Vorschlag derselbe Kin- 
wand erheben, den er gegen die bisherige Bezeichnungsweise 
geltend macht. Denn schrankt man mit Hasselbalch die 
Bezeichnung Acidose auf die Naunynsche Acidose ein, dann 
muB8 man beziiglich der von Hasselbalch angefiihrten Barcroft- 
echen Faille sagen, ,die Naunynsche Acidose hat die Aciditit 
herabgesetzt“, was ja Hasselbalch als Selbstwiderspruch emp- 
findet. Und sollte die spitere Forschung ergeben, daB dic 
Schwangerschaftsacidose durch Vermehrung organischer Siuren 
im Blute hervorgerufen ist, dann wird dieser Zustand auch 
nach der neuen Hasselbalchschen Nomenklatur Schwanger- 
schaftsacidose heiBen, und man wird fiir die zwei von Hassel- 


balch beobachteten Falle weiterhin die widerspruchsvolle Be- 


hauptung aufstellen miissen: Die Acidose hat die Aciditat herab- 
gesetzt. Man wird auch in weiterer Verfolgung des Hassel- 
balchschen Vorschlages die Gicht als eine Acidose bezeichnen 
miissen, da sie mit einer Vermehrung einer organischen Siure, 
der Harnsaéure, im Blute einhergeht. 

Aber bedenklicher als der Einwand gegen die bisherige 
Terminologie ist die Anfechtung des oben angefiihrten Gesetzes 
der Reaktionsregulation. 

Hasselbalch fiihrt namlich die oben erwihnte paradoxe 
Beobachtung von 4 Fallen von Acidose, bei denen das Blut 
alkalischer gefunden wurde als in der Norm, auf eine erhéhte 
Erregbarkeit des Atemzentrums zuriick. Nimmt man die Wirk- 
samkeit einer verinderten Erregbarkeit des Atemzentrums an, 
dann ist die Regulation der Blutreaktion durch die Atmung 
durchbrochen, dann kann eine auf unbekannte Art geregelte 
Empfindlichkeit des Atemzentrums das Blut unabhangig von 
der im Augenblick bestehenden Aciditaét saurer oder alkalischer 
machen, dann ist die Theorie der Neutralitétsregulation durch 
die Atmung widerlegt. So unwahrscheinlich es ist, daB einzelne 
Fille von einem Gesetze abweichen, das durch viele andere 


desselben Zustandes (Diabetes und Graviditatsacidose) bestitigt 
16* 
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wird, so miissen wir in Anbetracht der Bedeutung des Gegen- 
standes untersuchen, ob denn der abnorme Befund jeder Kritik 
standhalt. 

Zunachst kann Hasselbalch bisher keinen Beweis fiir das 
Bestehen einer abnormen Atemerregbarkeit erbringen, denn die 
von ihm und Lindhard?’) bei dem einen von den Fallen aus- 
gefiihrte Priifung der Atemerregbarkeit ist nicht beweiskriftig, 
da das angewandte Lindhardsche Verfahren, wie wir*) gezeigt 
haben, auf unrichtigen Voraussetzungen beruht. Man kénnte zur 
Erklarung des paradoxen Befundes ebensogut annehmen, daB ein 
abnormer Atemreiz wirksam war, der trotz herabgesetzter Blut- 
aciditaét die Atmung auf die Dauer vermehrt und die Kohlen- 
sdurespannung herabgesetzt hatte. 

Aber abgesehen von der Deutung erscheint die Beobachtung 
selbst anfechtbar, denn sie griindet sich auf eine fehlerhafte 
Methode, die von Barcroft sowie Hasselbalch benutzte Be- 
stimmung der alveolaren CO,-Spannung. Die CO,-Spannung 
ist mittels der Haldaneschen Methode bestimmt oder aus der 
Exspirationsluft unter Beriicksichtigung des ,,schadlichen Raumes“ 
berechnet worden. Beide Bestimmungsmethoden beziehen sich 
auf die sogenannte offene Alveolarluft, d. h. bei freier Kom- 
munikation der Lungenluft mit der AuBenluft. Bekannter- 
mafBen schwankt die Zusammensetzung der offenen Alveolarluft 
zwischen zwei extremen Werten, sie hat ihren héchsten CO,- 
Gehalt am Ende des Exspiriums, ihren niedrigsten am Ende 
des Inspiriums. Ergeben sich speziell fiir das Haldanesche 
Verfahren Unsicherheiten aus der Schwierigkeit, bei ungeiibten 
Individuen Luftproben genau am Ende eines normalen Inspi- 
riums oder Exspiriums zu erhalten*), so ist nach Hasselbalch 
und Gammeltoft*) auch die Bestimmung durch Berechnung 
aus der Exspirationsluft unter Umstanden unsicher, weil bei 
geringer Atemtiefe ein kleiner Fehler in der Schatzung des 
schidlichen Raumes groBe Differenzen der CO,-Spannung ver- 
ursacht. Nicht einmal Vergleichswerte bei demselben Indivi- 


') Skandin. Arch. f. Physiol. 27, 1, 1912. 

*) Porges, diese Zeitschr. 54, 182, 1913. 

*) Vgl. auch Krogh u. Lindhard, Journ. of Physiol. 47, 1914. 
*) Diese Zeitschr. 68, 227, 1915. 





,, Reduzierte“ und ,,regulierte“ Wasserstoffzah] des Blutes. 245 


duum sind einwandfrei, wenn die Atemtiefe bei verschiedenen 
Untersuchungen wechselt. Aber selbst wenn es gelingt, diese 
Schwierigkeiten zu iiberwinden, so ist ein anderer Fehler, der 
wohl die abnormen Befunde zu erklaren vermag, unvermeidlich: 
Zwischen Inspirationsluft und Alveolenluft findet kein voll- 
stiindiger Gasaustausch statt, je groéBer die Ventilation, um so 
unvollstandiger ist die Mischung zwischen Inspirationsluft und 
Alveolarluft. Bei verstarkter Ventilation findet die Haldane- 
sche Methode fiir die CO,-Spannung zu niedrige Werte, weil die 
nach Haldane gewonnene Alveolarluft im Vergleich zur Norm 
mehr Inspirationsluft enthalt’). Auch die Berechnung der CO,- 
Spannung aus der Zusammensetzung der Exspirationsluft gibt 
bei Uberventilation zu niedrige Werte, wenn man, wie dies 
Hasselbalch und Gammeltoft tun, den ,schadlichen Raum“ 
unter normaler Atmung in Rechnung stellt, denn nach Siebeck 
ist der ,physiologische schidliche Raum“ zum Unterschied vom 
»anatomischen“ von der Atemform und AtemgroBe abhingig. 
Wird aber die alveolare CO,-Spannung zu niedrig angesetzt, so 
gibt die Bestimmung der H-Ionenkonzentration bei alveolarer 
CO,-Tension zu niedrige Werte, das Blut wird alkalischer ge- 
funden, als es wirklich ist. Die oben angefiihrten Beobach- 
tungen von Barcroft sowie Hasselbalch beziehen sich auf 
Fille mit acidotischer Atmung, mit vermehrter Ventilation, 
daher ist das Blut zweifellos alkalischer gefunden worden, als 
es wirklich war, und die Aciditat war in Wirklichkeit vielleicht 
gar erhéht und nicht herabgesetzt. 

Noch ein anderer Befund Hasselbalchs muB durch die- 
selbe Argumentation eine Richtigstellung erfahren. Hassel- 
balch findet, daB bei acidotischen Zustaénden die Atmung die 
Acidose vollstandig kompensiert, so daB bei alveolarer CO,- 
Spannung die H-Ionenkonzentration normal wird. Bedenken 
wir aber, da auch hier die CO,-Spannung zu niedrig bestimmt 
ist, so wird die ,regulierte Wasserstoffzahl* in Wirklichkeit 
groBer sein als in der Norm, es wird de facto eine Acidose 
mit erhohter Blutaciditét bestehen. Fiir die Richtigkeit unserer 
Annahme spricht schon die Tatsache, daB bei acidotischen Zu- 
stiinden dauernd vermehrte Atmung besteht, daher ein dauernd 


1) Siebeck, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 107, 252, 1912. 
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vermehrter Atemreiz (abnorm saures Blut) angenommen werden 
muB. Ubrigens haben Leimdérfer, Novak und Porges’) 
mittels der Pleschschen Methode, die nicht die Fehlerquellen 
der Haldaneschen Methode hat, bei der Graviditit eine Herab- 
setzung der CO,-Spannung um nur 4 mm gefunden, wahrend 
sie nach Hasselbalch und Gammeltoft mit der Haldane- 
schen Methode 8 mm betrigt. 

Wir kommen somit zu dem Ergebnis, da acidotische Zu- 
stiinde eine erhéhte Blutaciditét zeigen, da8 wir nach wie vor 
dem Begriffe der Acidose eine Siuerung des Blutes unterlegen 
diirfen. 

Viel leichter erledigt sich Hasselbalchs Bedenken, eine 
durch Basendefizit verursachte Veranderung Acidose zu nennen. 
Schon vor Hasselbalchs interessanter Untersuchung iiber die 
Hohenklimaacidose kannten die Pidiater einen analogen Zu- 
stand, den sie Alkalipenie nannten. Bei gewissen Ernahrungs- 
stérungen der Siuglinge gehen dem Organismus groBe Mengen 
von Alkalien an Fettsiuren gebunden mit den Faeces verloren, 
es entwickelt sich ein acidoseartiges Krankheitsbild. Die Padiater 
haben diesen Zustand als acidotischen erkannt, bevor noch die 
Entstehungsursache klargestellt war. Der Begriff Acidose be- 
zeichnet eben in der Klinik einen gewissen Symptomenkomplex, 
der durch abnorme Siauerung des Blutes hervorgerufen wird, 
gleichgiiltig, wie diese Siuerung entstanden ist. Das Kardinal- 
symptom dieser Erscheinungen, die Saiureatmung, ist, wie wir 
jetzt wissen, eine regulatorische Vorrichtung, ein Entgiftungs- 
vorgang, der allemal bei vermehrter H-Ionenkonzentration des 
Blutes ausgelést wird, ob nun dieselbe durch abnorme Bildung, 
durch abnorme Retention von Sauren oder durch Basendefizit 
hervorgerufen wird. Ubrigens hat auch eine Acidose durch 
vermehrte Saureproduktion ein Basendefizit infolge sekundar 
vermehrter Ausfuhr von Alkalien zur Folge. 

In diesem Zusammenhang muB schlieBlich noch ein anders- 
artiger Einwand Hasselbalchs gegen die Reaktionstheorie 
der Atmung erértert werden. Hasselbalch*) folgert im An- 
schluB an seine Untersuchungen iiber die Ammoniakproduktion 


) Zeitschr. f. klin. Med. 75, 301, 1912. 
®) Diese Zeitschr. 74, 18, 1916. 
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bei acidotischen Zustainden, daB die erste Schranke gegen die 
drohende Demineralisation bei iibermaBiger Siureanhaiufung 
von der auf das ,feinste regulierten Ammoniakproduktion* ge- 
setzt wird. Die Regulation durch die Atmung wire nach seiner 
Anschauung erst eine sekundire Erscheinung, wenn bereits eine 
Natriumverarmung des Blutes erfolgt ist. In Verfolgung dieser 
Anschauung miiBte man erwarten, daB die NH,-Produktion mit 
der Siureproduktion parallel geht, daB also bei Muskelarbeit, 
bei der die CO,-Bildung auf ein Vielfaches der Norm ansteigt, 
das Ammoniak entsprechend zunimmt. Tatsichlich aber sehen 
wir bei maBiger Muskelarbeit in Hasselbalchs eigenen Ver- 
suchen gar keine Verinderung der NH,-Produktion. Die beste 
Widerlegung dieser Anschauung aber bilden Hasselbalchs 
eigene Versuche iiber die Héhenklimaacidose: Bei vermindertem 
Luftdruck besteht trotz vermehrter H-Ionenkonzentration eine 
verminderte NH,-Bildung, dieselbe ist hier direkt die Ursache 
der Acidose. Obwohl hier die Acidose eine Demineralisation 
des Organismus bewirkt, so wird einer solchen durch die ,,auf 
das feinste regulierte NH,-Produktion keine Schranke“ gesetzt, 
im Gegenteil, die eingeschrankte Ammoniakproduktion verur- 
sacht die Demineralisation. Demnach gehorcht hier die Am- 
moniakbildung nicht der Blutaciditét, sondern einer andern 
Regulationsvorrichtung. Und wenn Miinzers') Versuche bei 
Salzsiurezufuhr per os zwar eine erhdhte NH,-Produktion, aber 
keine Reaktion der Atmung (herabgesetzte CO,-Spannung) er- 


zeugt hatten, so miiBte erst, vorausgesetzt, daB sie sich be- 
? £ ’ 


stiitigen, erwiesen werden, daB die zugefiihrte Salzsiuremenge 
bereits eine Erhdhung der H-Ionenkonzentration des Blutes 
herbeigefiihrt hatte. Denn es wire denkbar, daB eine per os 
zugefiihrte Siure bei der Passage durch die Leber durch NH, 
vollistiindig neutralisiert wird und deshalb nicht mehr als Saure 
in das zirkulierende Blut gelangt. 

Wenn wir daher unsere Darlegungen zusammenfassen, so 
kommen wir zu dem Ergebnis, daB es bisher keine Tat- 
sache gibt, die der Reaktionstheorie der Atmung 
widerstreitet. Wir kénnen behaupten, daB die ak- 
tuelle Reaktion des Blutes, abgesehen von der Puffer- 


1) Begun, Herrmann u. Miinzer, diese Zeitschr. 71, 255, 1915 
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wirkung der Blutalkalien und Blutkolloide in erster 
Linie durch die Atmung reguliert wird. Die Saure- 
ausscheidung durch die Niere erginzt diese Regula- 
tion, ohne daB sie der H-Ionenkonzentration des 
Blutes parallel laufen wiirde’). Die NH,-Produktion 
unterstiitzt ebenfalls in der Regel die Beseitigung von 
Sauren, doch kann sie im Dienste eines andersartigen 
Mechanismus der Reaktionsregulation auch entgegen 
arbeiten. Einen Zustand vermehrter H-Ionenkonzen- 
tration des Blutes kénnen wir auch weiterhin als 
Acidose bezeichnen. Er erzeugt eine Uberventilation, 
eine herabgesetzte CO,-Spannung, so daB wir schlieBen 
kénnen: Eine herabgesetzte CO,-Spannung beweist eine 
Acidose, eine vermehrte H-Ionenkonzentration des 
Blutes, und geht mit einer erhéhten ,regulierten* und 
»reduzierten“ Wasserstoffzahl des Blutes einher. 


1) Nach Hasselbalch und Gammeltoft wird in der Graviditat 
trotz sauren Blutes ein weniger saurer Harn ausgeschieden als nach der 
Geburt. 














Uber das Fibrin und seine Beziehung zu einigen Fragen 
der Biologie und Kolloidchemie. 
(Mit besonderer Beriicksichtigung des Blutgerinnungsproblems.) 


Von 
EK. Hekma. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Groningen.) 


(Eingegangen am 26. Juli 1916.) 


X. 


Uber die zweierlei Fibrinsole in ihrer Beziehung zu der Lehre 
von den kolloiden Lésungen. 

Es hat sich herausgestellt, daS das Fibrin im_,aus- 
geschiedenen“, d. h. also im ,,entquollenen* Zustande, wie es sich 
z. B. in der Fibrinfasermasse vorfindet, mit reinem Wasser allein 
nicht oder kaum zu reagieren vermag. Im Gegenteil, die Mit- 
wirkung eines Elektrolyten (es seien als solche hier nur Alkali 
und Saure gemeint) ist notwendige Vorbedingung, damit dieser 
EiweiBkérper mit Wasser dermaBen in Wechselwirkung zu treten 
vermag, daB ein erheblicher Hydratations- bzw. Quellungszustand 
erreicht werden kann, bzw. daB ein optisch leeres Sol gebildet 
werde. Es sei in dieser Beziehung daran erinnert, daB von 
Thomas Graham in seiner, die Lehre von der Physico-Chemie 
der Kolloide begriindenden Abhandlung’) schon die Aufmerk- 
samkeit darauf gelenkt worden ist, ,da gewisse Kolloid- 
substanzen (Fibrin, Albumin, tierische Membran) durch die Be- 
rihrung mit verdiinnten Saéuren und alkalischen Agenzien das 
Vermégen erhalten, sich mit einer groBeren Menge Wasser zu 


1) Th. Graham, Liquid Diffusion applied to Analysis. Philosoph. 
Transactions of the Roy. Soc. of London. 151, Part I, 183, 1861. — 
Wartliche Ubersetzung: Liebigs Ann. 121, 1, 1862. 
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verbinden und hohere gallertige Hydrate zu bilden“*). Es hat 
sich nun ja bei meinen Untersuchungen ergeben, daf bei dieser 
» Hydratation“ die wasserfeuchte und getrocknete Fibrinfaser- 
masse unter ElektrolyteneinfluB nicht nur in einen erheblichen 
sichtbaren Quellungszustand (Gallertzustand) versetzt werden 
kann, sondern daB dieser Vorgang unter Umstinden so weit 
fortschreitet, daB ein optisch leeres Sol gebildet wird, in dem 
die Fibrinelementarteilchen sich in einem gequollenen Zustande 
vorfinden. 

Ob es dabei zur Bildung eines Sols kommt, ist, wie sich 
herausgestellt hat, abhangig von der Menge des in dem Wasser 
vorhandenen Elektrolyten. Falls die wasserfeuchte oder die 
lufttrockene Fibrinfasermasse in solches Wasser iibertragen wird, 
das nur eine geringe Spur eines Elektrolyten (Alkali, Saure) ent- 
hilt, so wird die Fibrinmasse bloB in einen sichtbaren Quellungs- 
zustand versetzt: sie behalt ihren Zusammenhang bei, wird nur 
»gallertartig*. Wird die Fibrinmasse auBerst fein in Wasser 
suspendiert, wahrend dann eine Spur einer Elektrolytenlésung 
(Alkali, Séure) hinzugesetzt wird, so quellen die einzelnen sus- 
pendierten Teilchen auf, indem sie dabei, zufolge ihrer Klebrig- 
keit, sich zu Aggregaten zusammenballen und unter Umstanden 
eine zusammenhangende Gallerte bilden. Weil die suspendierten 
Teilchen, ihrer Vorgeschichte gem&B, aus Fibriamikronen, und 
somit die entsprechenden gequollenen Teilchen aus gequollenen 
Fibriamikronen (Elementarteilchen) zusammengesetzt sind, so 
miissen auch die gallertigen Aggregate, bzw. muB die genannte 
Gallerte im Grunde aus gequollenen amikroskopischen Fibrin- 
elementarteilchen zusammengesetzt sein. Es kann einer solchen 
Aggregat- bzw. Gallertmasse dementsprechend gewissermaBen 
»globulitisch-wabige“ Struktur im Sinne O. Biitschlis*) zu- 
gesprochen werden, was jedoch so zu verstehen ist, daB die 


') Es sei in diesem Zusammenhang auch auf die Arbeiten M. H. 
Fischers und seiner Schiler betreffs der Hydratation des Fibrins unter 
dem Einflu8 von Elektrolyten hingewiesen: M. H. Fischer, Das Odem. 
Deutsch von K. Schor] und W. Ostwald, Dresden 1910; Die Nephritis. 
Deutsch von H. Handovsky und W. Ostwald, Dresden 1912, Th. 
Steinkopff. 

*) O. Biitschli, Untersuchungen iiber Strukturen. Leipzig 1898, 
W. Engelmann. 
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einzelnen ,,Globuliten* bzw. die , Wabenzellen* dabei durch Elek- 
trolyteneinfluB wassergequollene amikroskopische Fibrinelemen- 
tarteilchen darstellen. 

Wird jedoch der Elektrolytengehalt des Wassers etwas héher 
genommen, so schreitet, wie friiher ausfiihrlich auseinandergesetzt 
worden ist’), die Hydratation, bzw. die Quellung des Fibrins 
so weit fort, dafS die Masse (gemeint ist hier die ganze, 
nicht zerteilte Fibrinfassermasse) schlieBlich ihren Zusammen- 
hang verliert, indem der Quellungs- und Dispersititsgrad so 
gro8 geworden sind, daB ein optisch leeres Sol entstanden ist. 
Es sind die Fibrinelementarteilchen in den optisch leeren Solen 


weder in gewohnlicher molekularer Lésung (nach Art eines 
krystalloiden Korpers), noch im suspendierten festen Zustande, 
sondern in einem gequollenen, mit einem Elektrolyten und Wasser 
geladenen, fliissigen Zustande enthalten. Es trifft bei den 


optisch leeren Fibrinsolen also die Anschauung J. M. van Bem- 
melens”) zu, ,daB die Kolloidteilchen in ihren Lésungen nicht 
in gewohnlicher Lésung sind, sondern besonders fliissige Ge- 
bilde von Molekiilen oder Molekularkomplexen darstellen, die 
den Gesetzen der in krystalloiden Lésungen sich befindenden 
Molekiile nicht gehorchen“. 

Die Auffassung C. von Nigelis*) betreffs der Natur der 
kolloiden Lésungen triffit dagegen nicht zu bei den optisch 
leeren Fibrinsolen. Denn von von Nageli ist ja bekanntlich 
die Auffassung vertreten worden, daB die kleinsten Teilchen 
organischer Substanzen (wie Albuminate‘), Inulin, Amylodextrin), 
die ,,Micelle* des Autors also, ,,winzige, weit jenseits des 
mikroskopisch Sichtbaren liegende Krystalle“ darstellen sollten, 
daB somit in den von Niagelischen ,,Micellarlésungen* die 
kleinsten Teilchen jener Substanzen im festen, wirklich krystal- 
lischen Zustande enthalten seien. Es handelt sich dabei um 
eine Anschauung, die nicht nur mit der ,,Suspensionstheorie“ 


') Diese Zeitschr. 73, 428, 1916; 74, 63, 219, 1916. 

*) Die Absorption. Gesammelte Abhandlungen iiber Kolloide und 
Absorption von J. M. van Bemmelen. Mit Unterstiitzung des Ver- 
fassers neu herausgegeben von W. Ostwald. Dresden 1910, Th. Steinkopfi 

3) C. von Niageli, Theorie der Garung. Miinchen 1879, R. Olden- 
bourgs Verlag. 

*) Womit von von Niageli wohl EiweiBkérper gemeint sein mégen. 
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der kolloiden Lésungen, sondern zugleich mit der ,,Krystallini- 
tatstheorie* P. P. von Weimarns’) Berihrungspunkte auf- 
weist”), wahrend dasselbe von der Anschauung van Bem- 
melens in Hinsicht auf die ,Emulsionstheorie“ gesagt werden 
‘konnte. 

Nun liegt jedoch bei dem Fibrin der eigentiimliche Fail 
vor, daB dieser EiweiBk6rper auch solche Pseudolésungen bilden 
kann, die der von Nagelischen Anschauung betreffs der Natur 
der kolloiden Lésungen insoweit entsprechen, als die Fibrin- 
teilchen darin in einem ,festen“, wenigstens nicht fliissigen 
Zustande vorhanden sind, wie friiher schon dargetan worden 
ist*). Es hat sich ja herausgestellt, daB das Fibrin, in Wasser 
fein verteilt, eine wirkliche Suspension bildet, indem man es 
dabei nicht weiter bringt, als daB héchstens ein Teil der Fibrin- 
teilchen Mikrone darstellen. 

Gesetzt, es wiirde das Fibrin sich dermaBen im Wasser 
verteilen lassen, daB8 es in seine kleinst wahrnehmbaren Bau- 
steine (die kleinsten Ultramikronen) oder gar in die diese wieder 
zusammensetzenden Amikronen auseinanderfallen wiirde, so 
hatte man es mit einem Pseudosol zu tun, das der Vorstellung, 
die von N&ageli sich in seinen ,,Micellarlésungen“ gebildet hat, 
entsprechen wiirde, abgesehen von der vom Autor befiirworteten 
wirklichen Krystallnatur der suspendierten Teilchen. Praktisch 
14Bt sich zwar ein solch disperses System mit fester (ultra- 
mikroskopischer oder gar mikroskopischer) disperser Phase nicht 
herstellen, wenn man das Fibrin im Gelzustande als Ausgangs- 
material verwendet. Doch gibt es einen Fall, wo man es tat- 
sichlich mit einem solchen System zu tun hat. Dieser Fall 
liegt vor im Anfangsstadium der Fibrinausscheidung, die in 
optisch leeren Fibrinsolen unter dem EinfluB gewisser Agenzien 


) Kolloid. Zeitschr. 2, 81, 1907 und zahlreiche Arbeiten in den 
anderen Banden. 

*) Hierzu sei bemerkt, da8 bekanntlich auch schon von Graham 
(Liebigs Annal. 1. c. 8. 71) die Frage ,als eine naheliegende“ erwogen 
worden ist, ,ob das Molekiil einer Kolloidsubstanz nicht durch Zusammen- 
treten einer Anzahl kleinerer krystalloider Molekiile gebildet sein mége 
und ob die Grundlage des Kolloidalzustandes nicht in Wirklichkeit der 
zusammengesetzte Charakter der Molekiile sein mége“. 

*) Diese Zeitschr. 74, 219, 1916. 
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erzeugt werden kann und ebenso im Anfangsstadium der na- 
tiirlichen Fibrinausscheidung im Blute und Blutplasma, wie sie 
sich z. B. bei der Beobachtung dieses Vorgangs nach der Me- 
thode von Schimmelbusch oder Biirker kundgibt. Man be- 
kommt dabei ja das ,ausgeschiedene“ Fibrin zunaichst in Form 
von fuBerst feinen Ultramikronen zu Gesicht’). In diesem 
Augenblick liegt also ein disperses System vor, in dem die dis- 
perse Phase durch feste (bzw. halbfeste) langliche Ultramikronen 
reprasentiert wird, und dazu durch Ultramikronen, die ihrer lang- 
lichen Form nach den Eindruck von wirklichen Krystallen er- 
wecken kénnten. 

Es geht diesem Stadium sogar zweifellos eins voraus, bei 
dem man es mit einem dispersen System mit amikroskopischer 
fester (bzw. halbfester) disperser Phase zu tun hat. Wir 
diirfen doch nicht annehmen, da8 die kleinsten Ultramikronen 
gerade den allerkleinsten gequollenen Fibrinteilchen der optisch 
leeren Sole entsprechen wiirden, denn das wiirde ja ein allzu 
groBer Zufall sein. Es liegt im Gegenteil die Annahme viel 
naher, daB die allerkleinsten gequollenen Teilchen der optisch 
leeren Sole im entquollenen, isolierten Zustande Amikronen dar- 
stellen. Im Augenblick aber, wo die gequollenen Elementar- 
teilchen schon in den entquollenen Zustand iibergegangen, aber 
noch nicht in Langsverbinde (Ultramikronen) zusammengetreten 
sind, mu8 ein disperses System mit amikroskopischer fester 
(bzw. halbfester) disperser Phase vorliegen, eine Pseudolésung 
also, in der eine Anzahl*) entquollener Elementarteilchen im 
amikroskopischen Zustand ,,suspendiert“ enthalten sind. Es 
wiirden solche entquollene Elementarteilchen zweifellos auch fiir 
das bewafinete Auge wahrnehmbar werden, falls unsere tech- 
nischen Hilfsmittel dazu zureichend sein wiirden. Das ist je- 
doch bis jetzt noch nicht der Fall, wir bekommen die entquollenen 
Elementarteilchen, die jetzt noch Amikronen darstellen, erst zu 
Gesicht, nachdem sie sich zu ultramikroskopisch und mikro- 
skopisch wahrnehmbaren Liingsverbinden angeordnet haben. 


1) Diese Zeitschr. 73, 370, 1916. 
*) DaB die gequollenen Elementarteilchen sich in den Solen teil- 
weise schon zu Aggregaten vereinigt vorfinden kénnen und daB sie schon 
wahrend ihrer Entquellung zu Lingsverbinden zusammentreten kénnen, 
kann hicr ja auBer Betracht bleiben. 
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Auf jeden Fall lassen sich also bei dem Fibrin zwei Arten 
von Pseudolésungen bzw. Solen unterscheiden. Und zwar erstens 
solche, in denen die kleinsten Fibrinteilchen, bzw. die Elementar- 
teilchen des Fibrins, sich im fliissigen (gequollenen) Zustande, 
und zweitens solche, in welchem sie sich im halbfesten (ent- 
quollenen) Zustande vorfinden, es sei denn im amikroskopi- 
schen Zustand oder schon in Form von zu langlichen Ultra- 
mikronen agglutinierten Verbinden. Die ersteren Sole entsprechen 
der Auffassung van Bemmelens betreffs des Zustandes der 
Kolloidteilchen in ihren Pseudolésungen, die letzteren dagegen 
der von Niagelischen Anschauung, insoweit es die ,,feste“ Be- 
schaffenheit der Teilchen betrifft. — Es lassen sich diese bei 
dem Fibrin vorliegenden Verhaltnisse im Rahmen der neueren 
kolloid-physico-chemischen Terminologie auch folgendermaBen 
zum Ausdruck bringen. Indem sich das Fibrin reinem Wasser 
gegeniiber als ein hydrophobes’) bzw. lyophobes*) bzw. Sus- 
pensionskolloid*) verhalt, nimmt es sich bei der Gegenwart 
gewisser Elektrolyten (Alkali, Saure) als ein hydrophiles'), bzw. 
lyophiles*), bzw. Emulsionskolloid aus. Oder: Wahrend wir es bei 
dem in Wasser mikroskopisch, ultramikroskopisch oder gar 
amikroskopisch fein verteilten Fibrin mit einer kolloidalen Sus- 
pension (Colloidal Suspension‘), bzw. Suspensoid®) zu tun haben, 
liegt bei den optisch leeren Fibrinsolen eine kolloide Lésung 
(Colloidal Solution‘), bzw. Emulsoid®) vor. 

In beiden Fallen handelt es sich um Dispersoide®), bzw. 
disperse heterogene Systeme®*); im ersten Fall um ein heterogen 
disperses System mit fester (bzw. halbfester) disperser Phase 
(Fl-+- F), im letzten Fall mit fliissiger disperser Phase (F -+- F1)°). 
Im letzten Fall liegt ein amikroheterogenes System, im ersten 
ein amikro-, ultramikro- oder mikroheterogenes’) System vor 
usw. — AuBerdem kénnen wir, in Erweiterung der urspriing- 
lichen Grahamschen Bezeichnungsweise, bei den einfach waBri- 


1) J. Perrin, Journ. de chem. phys. 3, 84 1905. 

*) H. Freundlich und W. Neumann. Kolloid-Zeitschr. 3, 86, 1908. 
*) R. Hiber, Physik. Chem. d. Zelle, 2. Aufl., 1906. 

*) R. Noyes, Americ. chem. Journ. 27, 85, 1905. 

5) P. P. von Weimarn. Kolloid-Zeitschr. 3, 26, 1908. 

6) W. Ostwald. Kolleid-Zeitechr. 1, 291, 331, 1907. 

”) G. Bredig, Zeitschr. f. Elektrochem. 12, 589, 1906. 
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gen Fibrinsolen von Fibrinhydrosolen, und bei den elektrolyten- 
haltigen waBrigen, optisch leeren Solen von Fibrinalkalihydro- 
solen und Fibrinséiurehydrosolen sprechen. 

Es enthalten die amikroskopischen Fibrinelementarteilchen, 
wie sie in den optisch leeren Solen vorhanden sind, eine zu jeder 
Zeit reagierfihige Ladung von einem Elektrolyten und Wasser. 
Es handelt sich bei einem Fibrinalkali- bzw. Saurehydrosol also 
um eine Pseudolésung, in der eine Unmasse von fliissigen, ge- 
quollenen, aus Fibrinsubstanz -+- Elektrolyt + Wasser 
zusammengesetzte Teilchen, etwa wie amikroskopische Trépfchen 
schweben. 

Den Rahmen der W.Ost waldgchen Terminologie erweiternd, 
wire also ein optisch leeres Fibrinsol ganz im allgemeinen auch 
zu deuten als ein disperses System, in dem die disperse 
Phase an sich wieder zusammengesetzt ist, in dem Sinne, 
daB sie ein amikroskopisches ,System“: Fibrinsubstanz -}- Elek- 
trolyt +- Wasser darstellt. 

Zusammenfassend ergibt sich also: 

DaB das Dasein zweierlei Fibrinsole beherrscht 
wird von dem geladenen, gequollenen bzw. entladenen, 
entquollenen Zustand der amikroskopischen Fibrin- 
elementarteilchen. DaB bei den Fibrinsolen nicht 
eine, sondern mehrere Theorien betreffs der Natur 
der kolloiden Lésungen zugleich zutreffen. 

Angesichts der letzteren Tatsache dringt sich naturgemi} 


die Frage auf, ob umgekehrt auch bei den Pseudolésungen man- 
cher anderen Biokolloide nicht ceter. parib. ahnliche Verhilt- 
nisse vorliegen diirften, wie es bei dem Fibrin der Fall ist. 











Ober das Fibrin und seine Beziehung zu einigen 
Fragen der Biologie und Kolloidchemie. 


(Mit besonderer Beriicksichtigung des Blutgerinnungsproblems.) 


* Von 


KE. Hekma. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Groningen.) 


(Hingegangen am 27. Juli 1916.) 


XI. 


Niheres iiber die dreierlei Fibringele. 

Es kann das Fibrin, wie friiher dargetan worden ist’), in 
verschiedenen Gelformen erscheinen, und zwar waren, Zwischen- 
stufen auBer Betracht lassend, ein gallertartiges, ein festes (bzw. 
halbfestes), elastisches und ein ganz festes, starres Gel zu unter- 
scheiden. Es sind von Graham?) bekanntlich in betreff der 


) Diese Zeitschr. 73, 370, 428, 1916; 74, 65, 219, 1916. 

*) Weil ich auf die betreffenden und anderen Darlegungen Gra- 
hams mehrmals Bezug zu nehmen haben werde, mégen die folgenden 
Zitate hier angefiihrt werden: 

Liebigs Annalen, 121, 2, 1862: ,Die Kolloidsubstanzen sind 
ausgezeichnet durch den gallertigen Zustand ihrer Hydrate. Fiiis- 
sigen Kolloidsubstanzen scheint auch stets eine pektése (geronnene) 
Modifikation zuzukommen. So Fibrin, Casein, Albumin. Aber gewisse 
fliissige Kolloidsubstanzen kénnen eine Gallerte bilden und doch noch 
verfliissigbar durch Erwirmen und léslich in Wasser sein. So die Leim- 
substanz selbst, die als Tierleim-Gallerte nicht pektés ist, aber doch im 
letzteren Zustand in den leimgebenden Geweben enthalten sein kann.“ — 

Liebigs Annalen, l.o., 70: ,Eine Hinneigung zu freiwilliger 
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kolloiden Substanzen im allgemeinen fiir entsprechende Er- 
scheinungsformen die Bezeichnungen: gallertartige, pektése 
und steinige Zusténde verwendet worden. Ich méchte, 
dem Meister zu Ehren, mit dem Wort Gel auch diese Namen 
beibehalten und somit die vorerwahnten Erscheinungsformen 
des Fibrins in gallertige, pektése und steinige Gele ein- 
teilen. — An der Hand der Erkenntnis von der Natur der optisch 
leeren Fibrinsole wird die friiher’) ermittelte Tatsache, daB 
das Fibrin aus solchen Solen auf zwei Wegen in den pektésen 
und fernerhin starren, steinigen Zustand iibergehen kann, von 
einem einheitlichen Gesichtspunkt aus einer Erklirung zugiing- 
lich. Es hat sich ja ergeben'), daB der pektése Gelzustand 
erreicht werden kann: 

A. Unter Vermittlung des gallertartigen Gelzustandes und 
Umwandlung, welche manchmal auch bei Krystalloidsubstanzen be- 
obachtet wird, scheint den anderen Klassen von Substanzen allgemein 
zuzukommen. Die fliissige Kolloidsubstanz wird pektés und unldslich 
durch die Beriihrung mit gewissen anderen Substanzen, ohne sich mit 
diesen zu verbinden, und oft geht jene Umwandlung schon unter dem 
bloBen Einflu8 der Zeit vor sich. Die Substanz, die den Ubergang 
in den pektésen Zustand bewirkt, scheint nur etwas, was doch bevor- 
steht, zu beschleunigen. Und selbst unter Beibehaltung des fliissigen 
Zustandes kann eine Kolloidsubstanz sich merklich verandern, anstatt 
farblos zu bleiben, opalisierend werden; und in dem pektésen Zustand 
kann der Grad des Gewissertseins infolge innerer Umwandlung ein 
anderer werden.“ — 

Poggendorfs Annalen, 3, 531, 1864: Eine hervorragende Eigen- 
schaft der Kolloide ist die Tendenz ihrer Teilchen zu adhirieren, sich zu 
aggregieren und zusammenzuziehen. Diese Selbstanziehung findet statt 
bei der allmahlichen Verdickung der Fliissigkeit, und fiihrt, wenn dieselbe 
fortschreitet, zur Pektisation. In der Gallerte selbst schreitet die 
fragliche spezifische Contraction oder Synaresis noch fort, 
indem sie Wasserabscheidung veranla8t, zugleich mit der Trennung 
in einen Klumpen und ein Serum, und indem sie mit der Erzeugung 
einer harten, steinigen Masse von gleicher Struktur endigt, die 


wasserfrei sein kann oder doch nahezu wasserfrei, wenn man dem Wasser 
gestattet, durch Verdunstung zu entweichen.“ 


1) Diese Zeitschr. 73, 370, 428, 1916; 74, 65, 219, 1916. 
Bioehemische Zeitschrift Band 77. 17 
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B. auf direktem Wege, ohne Vermittelung eines optisch 


wahrnehmbaren gallertartigen Zwischenstadiums. 


A. 


1. Zunaichst sei hervorgehoben, da ein optisch leeres 
Fibrinsol unter verschiedenen Einfliissen sich in ein gallertiges 
Gel verindern kann, und zwar: 

a) ,Unter dem bloBen EinfluB der Zeit“, durch eine ,,all- 
mihliche Verdickung der Fliissigkeit* und 

b) durch gewisse auBere Einfliisse. 

ad a) Bei der Gallertbildung ,unter dem blofen EinfluB 
der Zeit“) handelt es sich tatsichlich um eine ,Tendenz der 
Teilchen zu adhiarieren, sich zu aggregieren und zusammenzuziehen “ 
(Graham). Es kénnen, wie friiher schon gestreift worden ist, 
fiir das ,Altern“ des Fibrinsols bzw. fiir das Bestreben, der 
dispersen Phase, ihre ,,Grenzflaiche“ dem_ ,,Dispersionsmittel“ 
gegeniiber zu verringern, gewisse greifbare Ursachen verant- 
wortlich gemacht werden. Es besitzen, wie friiher ausgefiihrt 
worden ist*), die gequollenen Fibrinamikronen der Sole eben 
die Neigung, ihr Quellungswasser abzugeben. Und zwar nament- 
lich in dem Falle, wo ihre Elektrolytenladung eine verhiltnis- 
maBig niedrige ist, so daB letztere nicht ausreicht, um den 
Fibrinteilchen das Vermégen zu verleihen, die Wasserladung 
bzw. das Quellungswasser dauernd festzuhalten. Das hat 
zur Folge, daB die gequollenen Fibrinelementarteilchen des 
Sols, unter dem bloBen EinfluB der Zeit, einen gewissen Teil 
ihres Quellungswassers verlieren, daB sie sich also ,,zusammen- 
ziehen* (,,Synaresis“)*). DaB die Teilchen daher zugleich ,,ad- 
herieren“ und ,aggregieren“ unter Bildung eines gallertigen 
Gels, diirfte auf mehrere Ursachen zuriickgefiihrt werden 


1) Man hat diesen Ausdruck Grahams bekanntlich spiter durch 
den kiirzeren ,Altern* ersetzt. 

*) Diese Zeitschr. 74, 219, 1916. 

5) Ich iibertrage hier diesen Ausdruck Grahams also auf die ein- 
zelnen Fibrinelementarteilchen. 
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konnen. Es mégen dabei eine gewisse Klebrigkeit der etwas 
abgequollenen Fibrinteilchen und ihre spezifische Leichtigkeit 
in Betracht kommen, aber auBerdem noch eine andere 
Ursache, naimlich die Gestalt der Elementarteilchen. Falls 
wir annehmen diirfen, da auch die Fibrinamikronen, also 
die Elementarteilchen des Fibrins im entladenen, entquol- 
lenen Zustande langgestreckte Gebilde darstellen (was 
ich fiir sehr wahrscheinlich halte, auf Grund der so stark 
ausgesprochenen Neigung der Fibrinteilchen, sich eben vor- 
wiegend in Lingsrichtung anzuordnen), so liegt die An- 
nahme nahe, daB die stark gequollenen Elementarteilchen der 
Sole eine spharoide, sich der sphiarischen annihernde Form 
aufweisen werden. 

Zutreffendenfalls werden die Teilchen infolge des eintreten- 
den Verlustes eines Teiles ihres Quellungswassers Zwischenstufen 
zwischen der sphiroiden und der langgestreckten Form bilden. 
Je gréBer der Wasserverlust, je mehr wird sich die sphiroide, 
die langgestreckte Gestalt ausbilden. Bei dem partiellen Wasser- 
verlust bekommen also die sphiroiden Teilchen eine langlichere 
Gestalt, infolge welchen Umstandes die Bedingungen fiir solche 
Teilchen, um in gegenseitigen Kontakt zu treten bzw. zu ,,ad- 
harieren“ und ,,aggregieren“, verhiltnismabig giinstig sind. Ver- 
mutlich bilden die noch in einem gewissen Quellungszustande 
sich vorfindenden Elementarteilchen dabei Ketten bzw. Langs- 
und Querverbinde, mit der Folge, daB ein immer noch amikro- 
skopisches Netz- oder ,,.Wabenwerk“ ausgebildet wird, das aus 
gequollenen Fibrinelementarteilchen aufgebaut ist, und zwischen 
welche Teilchen bzw. Teilchenverbinde sich freie Fliissigkeit 
eingeschlossen findet. 

In dieser Weise kénnen wir uns von der Bildung einer 
wirklichen Gallerte*) als Resultat der partiellen Abquellung 


1) Naturgem&B drangt sich die Frage auf, ob wir es auch bei dem 
in Rede stehenden gallertigen Gel nicht mit einer scheinbaren Gallerte zu 
tun haben kénnten, dadurch vorgetiuscht, daB weitgehend entquollene 
Amikronenverbinde (Nadeln, Fadchen) Fliissigkeit eingeschlossen halten 


17 
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und der Agglutination der teilweise abgequollenen Amikronen 
eine befriedigende Vorstellung machen. 

Es ist hier also auf umgekehrtem Wege ein 4dhnliches 
Resultat erzielt worden, wie in dem Falle, wo eine pek- 
tose Fibrinmasse als Ganzes oder in fein verteiltem Zustand 
durch schwach elektrolytenhaltiges Wasser in einen sichtbaren 
Hydratations- bzw. Quellungs- bzw. Gallertzustand versetzt 
wird. — 

ad b) Es kann das Entstehen eines derartigen gallertigen 
Gels auf rascherem Wege erreicht werden unter dem EinfluB von 
Faktoren, die den langsamen Verlust des Quellungswassers der 
Fibrinelementarteilchen zu férdern vermégen. Als solche Fak- 
toren kommen vor allem eine allmahliche Verdunstung an der 
Luft in Betracht und weiter solche Agenzien, die zwar imstande 
sind, den gequollenen Teilchen ihr Quellungswasser zum Teil, 
aber nicht insoweit zu entziehen, daB die Teilchen in einen 
weit fortgeschrittenen Entquellungszustand versetzt werden’). 
Was die weiteren Vorginge: die Agglutination der abgequol- 
lenen Teilchen zu einem gallertigen Gel betrifft, gelten natur- 
gemaB dieselben Gesichtspunkte, die sub a entwickelt wor- 


den sind. — 
2. Es kann nun ein gallertiges Gel, auf welche der vor- 


“. 


erwahnten Weisen es auch entstanden sein mag, in ein pektéses 


werden, wie das ja unter anderen Umstinden (diese Zeitschr. 73, 370, 
1916) zutrifft. Dies ist jedoch nicht der Fall, wie die mikroskopische 
Untersuchung der frisch gebildeten Gallerte lehrt. Nur wenn man das 
sich selbst iiberlassene optisch leere Sol nicht vor Verdunstung schiitzt, 
findet man in der Regel an der Oberflache der Fliissigkeit einzelne 
richtige Fadchen ausgebildet. 

1) Zu solchen Agentien sind z. B. zu rechnen: Blutserum und das 
Reagens von Alex Schmidt, wenn beide in sehr kleinen Mengen einem 
kiinstlichen optisch leeren Fibrinsol zugesetzt werden. Versuchsbeispiel: 
Diese Zeitschr. 73, 370 (422), 1916. Werden diese Agenzien in grdBerer 
Menge einem optisch leeren Fibrinsol zugesetzt, so erfolgt ,Fibrinaus- 
scheidung“ in Nadel- und Fadchenform, wie in der soeben zitierten Arbeit 
zur Geniige dargetan worden sein diirfte. 
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Gel verwandelt werden, vor allem durch solche Faktoren, die 
die Eigenschaft besitzen, den Verlust des Quellungswassers von 
den das gallertige Gel aufbauenden Teilchen zu vervollstandigen 
bzw. die ,spezifische Contraction“ (Synaresis) der einzelnen 
gequollenen Fibrinamikronen und somit des ganzen Gels, weiter 
fortschreiten zu lassen. 

Als solche Agenzien kommen vor allem wieder die (weitere) 
Verdunstung an der Luft in Betracht, und im allgemeinen alle 
diejenigen Faktoren, die den gequollenen Teilchen Wasser auf 
direktem oder indirektem Wege zu entziehen vermégen’). Die 
Wirkung der Verdunstung ist naturgema8 eine unmittelbare, 
die zu zweit angefiihrten Agenzien kénnen den gequollenen 
Amikronen des gallertigen Gels das Quellungswasser entweder 
auf direktem (analog der Verdunstung) oder auf indirektem 
Wege weiter entziehen. Als die typischsten Reprasentanten 
solcher Mittel, die den gequollenen Teilchen auf direktem 
Wege ihr Quellungswasser weiter entziehen kénnen, seien die 
gesittigten Neutralsalzlésungen (NaCl, NaF) genannt; als die- 
jenigen, die dasselbe Resultat auf indirektem Wege erreichen 
lassen (in der Weise, daB den gequollenen Teilchen von diesen 
Agenzien primar die Elektrolytenladung entzogen wird, was 
ja einen sekundaren Verlust des Quellungswassers zur Folge hat), 
ware vor allem verdiinnte Saéure (bzw. Alkali), sowie Wasser im 
Uberma8 anzufiihren. 

Es kann die Umwandlung des gallertigen in das pektése 
Gel praktisch z. B. folgendermaBen bewerkstelligt werden. Wenn 
das in irgendeiner der vorerwahnten Weisen gebildete galler- 
tige Gel mit ein paar Glasstaben bearbeitet wird, so fallt es in 
Klumpen auseinander*). Ubertragt man nun diese Gallert- 


1) Das sind eben gerade dieselben Agenzien, die das Fibrin aus 
seinen optisch leeren kiinstlichen und natiirlichen Solen in Form von 
Ultramikronen und Mikronen, und schlieBlich von Fadchen, zur ,Aus- 
scheidung* zu bringen vermégen. 

2) Es sei nochmals nachdriicklich hervorgehoben, da man in 
solchen Klumpen, auch wenn sie zwischen Objekt- und Deckglas zer- 
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— 


klumpen in eine gesittigte Neutralsalzlosung oder in mehr- 
mals erneuertes Wasser, co verwandeln sie sich allmahlich, oft 
erst innerhalb mehrerer Tage, in zéhe, einigermaBen elasti- 
sche Membranen bzw. Hiautchen, also in ein pektdses Gel 
(Gel a). 

Dasselbe trifit zu, falls die Gallertklumpen an die Luft 
gestellt werden, nur wird das Hautchen- bzw. pektése Stadium 
in diesem Fall unverhaltnismaBig rascher erreicht (Gel b). 

3. Werden die in der sub 2a genannten Weise gebildeten 
Hautchen und die in der sub 2b erwahnten Weise erhaltenen 
auch fernerhin an der Luft belassen, so verwandeln sich die 
zihen, elastischen Hiautchen in harte, starre, briichige Blatt- 
chen, mithin in ein steiniges Gel. Wiahrend die Hiutchen 
(bzw. das pektése Gel) noch eine niedrige Wassermenge ent- 
halten, ist bei der endgiiltigen Eintrocknung auch der Rest 
von Quellungswasser der Elementarteilchen (und naturgemaB 
zugleich auch das zwischen diesen sich vorfindende Wasser) 
durch Verdunstung verloren gegangen, mit der Folge, dab 
das Gel seine Zahigkeit und Elastizitét ganz eingebiiBt hat, 
indem es starr, hart, ,,steinig* geworden ist’). 


driickt und dann zerzupft werden, bei der mikro- resp. ultramikro- 
skopischen Untersuchung keine oder doch nur ausnahmsweise Fadchen 
antrifft. Man sieht nur Linien und Streifen in einem sonst verschwom- 
menen Felde. 

*) Bei der Umwandlung des gallertigen in das pektése und ferner- 
hin steinige Gel unter dem alleinigen Einflu8 der Verdunstung (2b, 3) ist 
naturgeméB die Elektrolytenladung von den entquollenen Fibrinteilchen 
zuriickgehalten worden. AuBerdem ist zwischen den entquollenen Fibrin- 
teilchen der Elektrolytengehalt des urspriinglichen _ ,, Dispersionsmittels“ 
zuriickgeblieben. Dementsprechend werden die in dieser Weise erhaltenen 
elastischen Hautchen und starren Blattchen (bzw. pektése und steinige 
Gele) denn auch wieder in einen erheblichen Quellungszustand zuriickver- 
setzt, wenn sie in (wenig) Wasser iibertragen werden. In dem Fall 
jedoch, wo der pektése Zustand durch Wasserbehandlung des gallertigen 
Gels herbeigefiihrt worden ist, wird héchstens nur der pektése Gel- 
zustand wieder erreicht, wenn die starren, steinigen Blaéttchen in Wasser 
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In sémtlichen Fallen ist also die ,,spezifische Contraction“ 
(Synaresis) bzw. die Entquellung der Fibrinelementarteilchen 
derma8en fortgeschritten und vervollstandigt, daB das gallertige 
Gel, unter dem Durchlaufen eines pektésen Gelzustandes, in ein 
steiniges Gel verwandelt worden ist, indem die einzelnen Fibrin- 
teilchen dabei ihren gegenseitigen Zusammenhang beibehalten 
haben’). 

Wenn man nun jene Hiutchen, das pektése Gel also, mi- 
kroskopisch untersucht, so findet man eine anscheinend struktur- 
lose Masse. Nach tiichtiger Nadelpriparation zerfallen die Haut- 
chen in Fetzen, in denen sich hier und da Fadchen und Fadchen- 
biindel nachweisen lassen, ohne daB man sagen kann, daB das 
Material aus einem richtigen Faidchenwerk zusammengesetzt ist. 
Es weist dieser Befund darauf hin, daB die, den Fibrinteilchen 
unter anderen Umstinden so besonders eigene Neigung, um 
wahrend bzw. nach ihrer Entquellung schlieBlich zu den gréBten 
Liangsverbinden (Fadchen) zusammenzutreten, in den vorliegen- 
den Fallen nur sehr unvollstindig zum Ausdruck gekommen 
ist. Offenbar sind, wie vorher auch schon hervorgehoben worden 
ist, die gequollenen Fibrinelementarteilchen bei der Gallertbil- 
dung teilweise zu kleineren Langsverbinden und teilweise zu 
regellosen Aggregaten zusammengetreten, mit der Folge, daB 
nach der weiteren Entquellung das Gel (d. h. das pektése: die 
Hautchen) dementsprechend ein vorwiegend aus kleineren Ami- 
kronenverbanden zusammengesetztes, stark verfilztes Netzwerk 


iibertragen werden. Es ist in diesem Falle ja eben die Elektrolyten- 
ladung den Elementarteilchen entzogen worden. 

1) Es gibt selbstverstindlich zwischen dem optisch leeren Solzustand, 
den gallertigen, pektésen und steinigen Gelen noch allerhand Ubergangs- 
stufen, infolge des Umstandes, da8 die Ab- bzw. Entquellung der Fibrin- 
elementarteilchen erst allmahlich vor sich geht. Dementsprechend er- 
fahren auch die Viscositat des Sols (wobei naturgemaB zu gleicher Zeit das 
Fortschreiten der Aggregation der Teilchen von groBem Einflu8 sein 
muB8) sowie die Zahigkeit und Elastizitaét der Gele erst nach und nach 
Abanderungen. 
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(zusammengefallenes , Wabenwerk“) mit auBerst feinen Maschen 
darstellt. Und dasselbe trifft naturgeméB zu in betreff des aus 
dem pektésen hervorgegangenen steinigen Gels. Es ist also 
die Struktur der in Rede stehenden gallertigen, pektésen und 
steinigen Gele grundsatzlich dieselbe, nur sind der Quellungs- 
bzw. Entquellungsgrad der die saimtlichen Gele aufbauenden 
Fibrinelementarteilchen und deren riumliche Verhiltnisse (nicht 
ihre Anordnungsweise) verschieden. 


B. 

Betrachten wir nunmehr den zweiten Weg, auf dem ein 
optisch leeres Fibrinsol in ein pektdses und weiter steiniges 
Gel verwandelt werden kann, also ohne Vermittlung eines sicht- 
baren gallertartigen Zwischenstadiums, etwas niher. Der Um- 
stand, daB das Fibrin in seinen optisch leeren Solen eine La- 
dung von einem Elektrolyten und Wasser enthilt, und da 
die Fibrinteilchen sich in den Solen in einem unter Elektro- 
lyteneinfluB wassergequollenen Zustand vorfinden, daB es also 
die Elektrolytenladung ist, die den Fibrinelementarteilchen das 
Vermégen verleiht, ihre Wasserladung festhalten zu k6nnen, 
dieser Umstand bringt es mit sich, daB die gequollenen Fibrin- 
teilchen der Sole auf zwei Weisen ihr Quellungswasser verlieren 
k6énnen’). 


1) Beilaufig sei bemerkt, daB der Umstand, da8 es die Elektrolyten- 
ladung (Alkali, Saure) ist, die die Fibrinelementarteilchen in den Stand 
setzt, Wasser aufnehmen und festhalten zu k6énnen, es zugleich be- 
wirkt, daB die Fibrinteilchen ,umgeladen“ werden kénnen, insoweit 
es die Elektrolytenladung betrifft. Es kann die Alkaliladung 
der Fibrinteilchen von einer Séureladung ersetzt, bzw. es kann ein 
Fibrinalkalihydrosol in ein Fibrinsiurehydroso! verwandelt werden, und 
umgekehrt. Praktisch 14Bt sich das auf zwei Weisen machen. Ent- 
weder so, daB man z. B. in einem Fibrinalkalihydrosol das Fibrin 
in irgendeiner Weise zur ,Ausscheidung« bringt, indem man die ent- 


quollenen Teilchen zu einem pektésen Gel werden l48t und dann das 
Gel in angesduertes Wasser iibertrigt, wobei ein optisch lceres Fibrin- 
siurehydrosol gebildet wird; oder derma8en, da8 man einem Fibrinalkali- 
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Und zwar erstens unter dem EinfluB solcher Reagenzien» 
die den gequollenen Fibrinelementarteilchen des Sols ihre Wasser- 
ladung zu entziehen vermégen, was (weil es ja eben die Elektro- 
lytenladung ist, die den Fibrinteilchen das Vermégen verleiht, 
ihre Wasserladung, bzw. ihr Quellungswasser festhalten zu konnen) 
notwendigerweise einen erheblichen Verlust von Quellungswasser 
zur Folge haben muB. Und zweitens unter dem EinfluB solcher 
Mittel, die den gequollenen Fibrinelementarteilchen ihr Quellungs- 
wasser in rascher und ausgiebiger Weise auf direktem Wege zu 
entziehen imstande sind, womit ein Verlust der Elektrolyten- 
ladung verbunden sein kann, aber nicht notwendig verbunden 
zu sein braucht. — In beiden Fallen ist das Resultat eine weit 
fortgeschrittene Entquellung der Fibrinelementarteilchen, und es 
wirden, wie schon vorher bemerkt wurde, die entquollenen Teil- 
chen zweifellos als langgestreckte Gebilde fiir das bewaffnete 
Auge wahrnehmbar werden, wenn sie eben nicht Amikronen 
darstellen wiirden’). 


hydrosol so viel verdiinnte Siiure zusetzt, daB nicht nur die Alkaliladung 
der Fibrinteilchen und der Alkaligehalt des ,,Dispersionsmittels* ,neutra- 
lisiert“ wird, sondern daB die Saure in einem geringen Uberschu8 vor- 
handen ist. Es werden in diesem Fall die Fibrinteilchen nur ganz vor- 
iibergehend entquellen, indem sie sofort wieder unter dem Einflu8 der 
Saéure in einen wassergequollenen Zustand versetzt werden, unter Bil- 
dung eines Fibrinséurehydrosols. 

1) Wie ich friiher auch schon zu bemerken Gelegenheit hatte, wire 
die Méglichkeit zu erwigen, ob die kleinsten Ultramikronen nicht die 
Elementarteilchen des Fibrins darstellen, ob also die kleinsten Ultra- 
mikronen nicht als soluhe im gequollenen Zustande in den Solen vorhanden 
sein kénnten. Uber diesen Punkt wird naturgemaB erst dann AufschluB 
erhalten werden kénnen, wenn die mikroskopische Technik eventuell noch 
weiter fortgeschritten sein wird, als es zur Zeit dank der Errungenschaft von 
Siedentopf und Zsigmondy schon der Fall ist. Bis dahin miissen 
wir meines Erachtens annehmen, daB es sich bei den kleinsten Ultra- 
mikronen schon um Liangsverbinde entquollener Elementarteilchen han- 
delt, daB also die Elementarteilchen des Fibrins im entquollenen Zu- 
stande (langgestreckte) Amikronen darstellen, wenn es auch verfiihrerisch 
wire, die kleinsten U]tramikronen als die Elementarteilchen des Fibrins 
zu betrachten. 
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Es gelangen die entquollenen Elementarteilchen erst zur 
Beobachtung, nachdem sie sich zu Langsverbinden (Ultra- 
mikronen, Mikronen: lingliche Punkte, Nadeln und schilieBlich 
Fadchen) angeordnet haben. Oder, wenn ich einen Ausdruck, 
der von H. Freundlich’) fiir einen ahnlichen Vorgang ver- 
wendet worden ist, gebrauchen darf: nachdem ,Schlieren- 
bildung*“ eingetreten ist.— Das vorliufige Endresultat dieser 
Anordnung der entquollenen Fibrinteilchen zu Lingsverbinden 
ist, wie friiher*) ausfiihrlich dargetan worden ist, die Bildung 
der bekannten Fibrinfaidchen, falls dem Auf- und Aneinander- 
lagerungsvorgang keine Hindernisse in den Weg gestellt werden. 
Die Fadchen kénnen sich, wie ebenfalls friiher®) ausgefiihrt 
worden ist, ihrerseits wieder in allerhand Weisen anordnen unter 
Bildung von Erscheinungsformen, von denen die bekannte Fi- 
brinfasermasse eine der typischsten Reprisentanten ist. Es 
handelt sich dabei um ein (in einer anderen als die sub A 
erwaihnte Weise erhaltenes) pektdéses Gel; es ist in diesem 
Fall das pektése Gel also ohne Vermittelung eines sichtbaren 
gallertigen Zwischenstadiums aus dem optisch leeren Sol hervor- 
gegangen. Es ist eben in diesem Fall den gequollenen Fibrin- 
teilchen des Sols ihr Quellungswasser in einem rascheren Tempo, 
mehr in einem GuB, entzogen worden; es ist demzufolge die 
spezifische Contraction (Synaresis) der Amikronen schneller 
vor sich gegangen, wahrend dabei die Eigenschaft der Fibrin- 
teilchen, sich waihrend, bzw. nach ihrer Entquellung zu mikro- 
skopisch wahrnehmbaren Langsverbinden anzuordnen, aus- 
nahmslos zur Ausfihrung gekommen ist. 

Mit Ausnahme der Anordnungsweise der entquollenen Ele- 
mentarteilchen ist zwischen den sub B angefiihrten pektdsen 


') H. Freundlich, Doppelbrechung des Vanadiumpentoxydsols. 
Physik. Zeitschr. 16, 419, 1915. — H. DieBelhorst und H. Freund- 
lich, Uber Schlierenbildung in kolloiden Lésungen und ein Verfahren, 
die Gestalt von Kolloidteilchen festzustellen. Physik. Zeitschr. 17, 


117, 1916. 
*) Diese Zeitschr. 73, 370, 1916. 
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Gelen — die frisch gebildete Fibrinfasermasse z. B. — und dem 
sub A erwahnten — die Hiutchen') — kein grundsatzlicher 
Unterschied vorhanden. 

Der Entquellungszustand, bzw. die Syniaresis, ist in beiden 
Fallen derselbe oder doch nahezu derselbe. Es besitzen beiderlei 
pektése Gele die Eigenschaften der Zahigkeit und Elastizitat. 
Wie das eine, so kann auch das andere pektése Gel durch 
Eintrocknen in ein steiniges Gel verwandelt werden unter Ver- 
lust des Restes des Quellungswassers, der Zaihigkeit und der 
Elastizitat. 


1) Es diirfen diese Hautchen iibrigens nicht verwechselt werden mit 
denjenigen Hautchen, die ihr Dasein einer Verfilzung von richtigen 
ausgebildeten Fadchen verdanken. Die letzteren Haiutchen, von denen 
in den vorhergehenden Mitteilungen ja wiederholt die Rede gewesen ist, 
gehéren ihrer Vorgeschichte und Struktur nach den sub B erwahnten 


pektésen Gelen an. 























Zur sensibilisierenden Wirkung der natiirlichen 
Porphyrine. 
Von 
Walther Hausmann. 


(Aus der Prosektur des k. k. Wilhelminenspitales in Wien.) 
(Eingegangen am 5. August 1916.) 


Der Nachweis der sensibilisierenden Wirkung des Haimato- 
porphyrins, der vor langerer Zeit erbracht worden ist, lieB 
es wiinschenswert erscheinen, unter natiirlichen Verhaltnissen 
vorkommende Porphyrine in dieser Richtung zu untersuchen. 
Es war dies notig, um den Zusammenhang von Lichtempfind- 
lichkeit mit der gleichzeitigen Anwesenheit solcher Porphyrine 
zu erweisen. Auch hatten die grundlegenden Arbeiten Hans 
Fischers’) und seiner Mitarbeiter die Harn- und Kotporphy- 
rine kennen gelernt, die in ihren Eigenschaften nicht uner- 
heblich von denen des Hamatoporphyrins abwichen, so dab 
die photodynamische Wirkung solcher natiirlicher Porphyrine 
jedenfalls erst zu beweisen ist. 

Zuerst ist wohl der Nachweis eines natiirlichen, sensibili- 
sierenden Porphyrins von mir an dem Porphyrine aus dem 
Harne eines an Hydroa aestivalis leidenden Mannes erbracht 
worden’), Der Harn war burgunderrot und enthielt groBe 
Mengen von Porphyrin. Sehr merkwiirdig war es, daB der so 
stark porphyrinhaltige Harn weder rote Blutkérperchen, noch 
Paramacien sensibilisierte, daB aber das Rohporphyrin, wel- 
ches aus diesem Harne ‘nach Garrod dargestellt worden war, 


1) Vgl. u. a. die zusammenfassende Arbeit iiber Porphyrinurie. 
Miinch. med. Wochenschr. 1916, Nr. 11, S. 377. 

2) Diese Zeitschr. 30, 310, 1910 und Anzeiger der k. Akad. d. 
Wissensch. Wien vom 7. 7. 1910, Nr. 28. 











W. Hausmann: Sensibilisierende Wirkung d. natiirlichen Porphyrine. 269 


photodynamisch auf diese Versuchsobjekte einwirkte. Giint her’) 
konnte jedoch mit einem Rohporphyrine aus dem Harne keine 
photodynamische Wirkung an Erythrocyten erzielen. Seither 
hat H. Fischer in seinen schénen Untersuchungen gezeigt, 
da8 man mit krystallisiertem Kot- und Harnporphyrin Mause 
intensiv sensibilisieren kann. Hingegen gelang H. Fischer und 
von Kemnitz dies nicht mit Paramacien und Erythrocyten?), 
waihrend ich mit einem von Herrn H. Fischer mir freund- 
lichst tiberlassenen Priparate von freiem Harnporphyrin Para- 
macien und rote Blutkérperchen sensibilisieren konnte. Herr 
H. Fischer, den ich von meinem Befunde benachrichtigte, 
hat inzwischen meine Resultate mit Paramicienkulturen, die 
ich ihm zusandte, vollkommen bestitigt. Uber die Ursachen 
der verschiedenen Resultate wird Herr H. Fischer demnachst 
berichten. (Privatmitteilung.) 

Kirzlich hatte ich Gelegenheit, den Harn eines Blei- 
kranken zu untersuchen, der deutlich Porphyrin enthielt. Der 
nach Garrod erhaltene salzsaure Alkoholextrakt wurde mit 
Ammoniak versetzt, dann mit Essigsiure angesiuert und mit 
Chloroform ausgeschiittelt. Der Chloroformauszug wurde bei 
Zimmertemperatur verdunsten gelassen und in sehr verdiinnter 
Natronlauge aufgenommen. Die intensiv rot fluoreszierende 
Lésung sensibilisierte stark rote Blutkérperchen und Paramicien. 

Man kann demnach Porphyrin aus dem Harn von Blei- 
kranken in einer sensibilisierenden Form darstellen. 

Wie erwahnt, sensibilisierte der stark porphyrinhaltige Harn 
des Hydroakranken an sich keine Paramicien und Erythro- 
eyten, wohl aber der Porphyrinauszug aus diesem Harne, wie 
dies auch bei dem aus dem Bleiharn gewonnenen Porphyrin 
der Fall war. Wir miissen demnach annehmen, daf Porphyrine, 
die zweifellos photodynamisch wirken kénnen, derart vorkommen 
kénnen, daB sie keine sensibilisierenden Eigenschaften besitzen. 
Der Harn des Hydroakranken hatte keine Stoffe enthalten, 
welche die photodynamische Wirkung an sich hemmten, da 
bei Zusatz von Himatoporphyrin zu diesem Harne Sensibili- 
sation zu erzielen war. Der Nachweis von Porphyrinen 


1) Deutsches Arch, f. klin. Med. 105, 106, 1910. 
*) Zeitschr. f. physikal. Chem. 69, 309, 1915. 
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in nicht sensibilisationsfihiger Form macht es auch 
erklarlich, daB, wie haufig beschrieben, Porphyrin- 
urien auch ohne Lichtempfindlichkeit vorkommen 
kénnen. 

Ein besonders deutliches Beispiel fiir das Vorkommen von 
Porphyrinen in photodynamisch wirksamer und unwirksamer 
Form ist bei der Regenwurmgattung Eisenia foetida gegeben. 
Mac Munn hatte im Jahre 1886 einen Farbstoff in dem 
Integument von Regenwiirmern gefunden, den er fiir Haimato- 
porphyrin hielt. Neuerdings hat J. Zielinska’) gezeigt, daB 
der braune Farbstoff der Regenwurmgattung Eisenia foetida 
Tiere vor Bestrahlung schiitzen kann. Daraus schloB die Ver- 
fasserin, daB es sich nicht um Hiamatoporphyrin handeln 
kénnte, welches ja photodynamisch wirke und demnach keinen 
Lichtschutz gewahren wiirde. Eine von L. Marchlewski vor- 
genommene Untersuchung ergab, wie Zielinska berichtet, daB 
das Spektrum dem des Himatoporphyrins sehr ahnlich, aber 
nicht identisch ist. Hier liegt demnach ein von Hamatopor- 
phyrin verschiedenes Porphyrin vor, dessen Eigenschaften noch 
zu erforschen sind. 

Es 148t sich leicht nachweisen, daB auch dies Porphyrin 
in hohem Grade rote Blutkérperchen gegen Licht zu sensibili- 
sieren vermag, daB es also ebenfalls in eine Form zu bringen 
ist, in der es photodynamisch wirken kann. Der Mangel photo- 
dynamischer Wirkung in vivo ware demnach weder fiir, noch 
gegen die Identitét dieses Pigmentes mit Hamatoporphyrin 
anzufihren. 


Versuch. 


Gut gewaschene Exemplare von Eisenia foetida wurden 
mit Ather getétet. Hierbei wurde ebenfalls die von Zielinska 
beschriebene Absonderung einer gelben Fliissigkeit beobachtet. 
Die pigmentierten Teile des Hautmuskels wurden méglichst 
abpraipariert und mit Wasser gewaschen, dann kurze Zeit 
auf Filtrierpapier getrocknet. Die getrockneten, pergament- 
aihnlichen Hautstiicke wurden in salzsauren Alkohol gelegt, der 


*) Anz. der Krakauer Akad. d. Wisssensch., math.-naturw. KI. 
1913, 511. 
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sofort eine schéne violettrote Farbe annahm. Die Lésung 
fluorescierte intensiv rot’). Der salzsaure alkoholische Auszug 
wurde mit Ammoniak alkalisch gemacht, hierauf mit Essig- 
siure angesduert und mit Chloroform ausgezogen, in welches 
der ganze Farbstoff iiberging. Das Chloroform wurde bei 
Zimmertemperatur verdunsten gelassen, der Riickstand mit 
sehr verdiinnter methylalkoholischer Natronlauge aufgenommen. 
Mit dieser schén fluorescierenden Lésung konnten rote Blut- 
k6rperchen intensiv sensibilisiert werden. 


Ein Farbstoff, der in der Natur als schiitzendes Pigment 
gegen Bestrahlung wirkt, kann demnach in eine Form iiber- 
gefiihrt werden, in der er ganz im Gegenteil Gewebe fiir Licht 
empfindlich machen kann. 


Bei jeder Beurteilung von optischen Sensibilisatoren in 
der Natur mu8B demnach, wie schon so oft betont, darauf 
geachtet werden, ob diese K6rper in einer Form und an einer 
Stelle vorkommen, an der sie zu sensibilisieren vermégen. 


Vielleicht ist hier das Auftreten oder das Vorhandensein 
von Fluorescenz entscheidend. H. v. Tappeiner und seine 
Schiiler haben immer die Meinung verfochten, da8 Fluorescenz 
und photodynamische Wirkung unzertrennlich seien. In der 
Tat fluoresciert das Porphyrin in,der Haut des Regenwurms 
nach den Untersuchungen von Stiibel*) nicht, wohl aber tritt, 
wie leicht gezeigt werden kann, Fluorescenz an diesen Haut- 
stiickchen auf, wenn sie in saurem oder alkalischem Alkohol 
sich befinden. Dementsprechend ist auch der Farbstoff, wie er 
im Regenwurm vorkommt, photodynamisch unwirksam, im 
Gegensatz zu der fluorescierenden Lésung des daraus gewon- 
nenen Porphyrins. In diesem Zusammenhange sei auch be- 
merkt, da8 Chlorophyll, welches in vitro intensiv photo- 
dynamisch wirkt und sicher auch in vivo als Lichtiibertriger 
bei dem Prozesse der Kohlensiureassimilation titig ist, auch 
im lebenden Chloroplasten intensiv fluoresciert, wie 
die schénen Untersuchungen Gicklhorns mit dem Reichert- 
schen Fluorescenzmikroskope ergeben haben. 


~ 


1) Vgl. R. Heller, Viertelj. f. ger. Med. 51, 219, 1916. 
*) Pfliigers Arch. 142, 1911. 
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Zusammenfassung. 


1. Aus dem Harne eines Bleikranken gewonnenes Roh- 
porphyrin wirkte photodynamisch auf rote Blutkérperchen und 
Paramiacien. 

2. Das in vivo dem Lichtschutze dienende Porphyrin der 
Regenwurmgattung Eisenia foetida vermag in vitro zu sensi- 
bilisieren. Ein und dasselbe Porphyrin kann demnach in 
sensibilisationsunfahiger und sensibilisationsfahiger Form vor- 
kommen. 

3. Der Nachweis von Porphyrinen in photodynamisch 
wirksamen und unwirksamen Zustande macht es — neben 
anderen Umstanden — erklarlich, daB Porphyrinurien mit und 
ohne Lichtempfindlichkeit einhergehen kénnen. 














Uber das Fibrin und seine Beziehung zu einigen Fragen 
der Biologie und Kolloidchemie. 
(Mit besonderer Beriicksichtigung des Blutgerinnungsproblems.) 


Von 
E. Hekma. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Groningen.) 
(EHingegangen am 30. Juli 1916.) 
XII. 
Uber die micellarkrystallinische Beschaffenheit des Fibrins. 

Trotz des Umstandes, daB die Fibrinteilchen sich in den 
optisch leeren Solen nicht im festen Zustande vorfinden, wie 
v. Nageli das von den in seinen ,,Micellarlésungen“ enthaltenen 
Teilchen angenommen hat, ist nicht zu verkennen, daB die 
bei dem Fibrin vorliegenden Verhaltnisse in manchen Hinsichten 
Beriihrungspunkte aufweisen mit gewissen von diesem Autor bei 
anderen Biokolloiden gemachten Befunden und Voraussetzungen. 
Und zwar insoweit, als es das Vorhandensein einer weitgehenden 
Analogie betrifft, zwischen den ,,Micellverbanden* und den ,,kry- 
stallahnlichen Gebilden“ v. Nigelis*) einerseits und den aus 
entquollenen Fibrinelementarteilchen hervorgegangenen Langs- 
verbanden (Ultramikronen und Mikronen) andererseits. 

Es ist bekanntlich von v. Nigeli der Name ,,das Micell“ 
gewahlt worden 
fur die kleinsten Substanzteilchen bzw. Molekiilgruppen organischer Sub- 
stanzen, weil sie nichts prajudiziere und sich zu allen Zusammensetzungen 
eigene. “ 

Nun ist allerdings von v. Nageli bestimmt etwas dabei 
prajudiziert. Denn der Autor hat ja seine Micelle nicht nur 
als feste Gebilde, sondern dazu als 
»winzige, weit jenseits des mikreskopisch Sichtbaren liegenden Krystalle* 
gedeutet. Es sollten eben seine Micelle auch in den Micellar- 


1) Man vgl. hierzu: C. v. Nageli, Theorie der Girung, 8S. 100—125. 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 18 
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lésungen, d. h. also in den kolloiden Lésungen der betreffen- 
den Substanzen (z. B. ,Albuminate“, Inulin, Amylodextrin) im 
festen und zwar wirklich krystallischen Zustande enthalten sein. 
Jedoch dermaBen, daB 


,die Micellen ihrerseits wieder in kleine Micellen auseinanderfallen, 
wahrend die kleinen umgekehrt wie Krystalle durch Auflagerung wachsen 
k6énnten, indem viele Micelle nicht nur aus Hunderten, sondern aus vielen 
Tausenden von Molekiilen krystallinisch aufgebaut seien.“ Die Micelle“, 
so hat sich v. Nigeli bekanntlich weiter geéu8ert, ,sind in Lésung wegen 
ihres betrichtlichen Gewichtes weit weniger beweglich, als es die Mole- 
kiile in Lésung sind und legen sich daher leicht aneinander an. Ich 
will diese Vereinigungen, welche mehrere charakteristische Eigenschaften 
der Micellarlésungen erkliren, Micellverbaénde nennen. Da in den 
Micellarlésungen, besonders wenn sie mehr Substanz enthalten, die Micelle 
sich aneinanderhangen, so erscheinen solche Fliissigkeiten matt und opa- 
lisierend — ein Beweis, da8 das Licht ungleich gebrochen wird.“ — 
Offenbar sind von v. Nageli seine ,,Micellverbinde“ und 
»krystallahnliche Koérper“ voneinander als zwei verschiedene 
Anordnungsformen seiner ,,Micelle“ unterschieden worden. In 


betreff der letzteren sagte der Autor: 

»Die wichtigste Tatsache ist die, daB die kleinsten Teilchen der 
Lésungen organisierter Verbindungen beim Ubergang in den festen Zu- 
stand sich nicht zu Krystallen, sondern zu krystallahnlichen Kérpern *) zu- 
sammenlegen. Es haben die krystallahnlichen Kérper*) die gréBte Ahn- 
lichkeit mit Krystallen, aber sie imbibieren sich mit Wasser, verlieren 
dasselbe wieder durch Verdunstung (Eintrocknen) und sind unter dem 
EinfluB starkerer Mittel (Sauren, Alkali usw.) einer weitgehenden Quellung 
fahig. Die Micelle in den krystallahnlichen Kérpern sind also im benetzten 
Zustande durch Fliissigkeitsschichten getrennt.“ 

1) Es sind von v. Nageli ja solche krystallahnliche K6rper ,,Kry- 
stalloide“ genannt worden, im Gegensatz zu den ,,wirklichen Krystallen“ 
(also auch im Gegensatz zu den diese Gebilde aufbauenden krystallinisch 
gedachten Micellen), ,,weil der Name Krystalloid fiir eine krystallisierende 
Substanz im Sinne Grahams entweder iiberfliissig sei, oder dann rich- 
tiger Krystallogen hieBe“. Es ist dementsprechend in den Arbeiten 
v. Nagelis die Rede von Krystalloiden der Albuminate, Spharokrystal- 
loiden von Inulin, Cylindrokrystalloiden oder Dyskokrystalloiden von Amylo- 
dextrin, womit der Autor eben zum Ausdruck bringen wollte, daB es sich 
dabei nicht um wirkliche Krystalle, sondern um krystallahnliche Kérper 
handele. 

*) An dieser Stelle steht bei v. Nageli, dem in FuBnote *) An- 
gefiihrten gemaB, das Wort: ,Krystalloid“. Um méglichen Verwirrungen 
vorzubeugen, ersetzte ich dies Wort durch ,krystallihnliche Kérper*, was 
ja tatsichlich vom Autor gemeint ist. 
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Das alles trifft nun ja im groBen und ganzen bei dem 
Fibrin eben auch zu, bis auf die Vorstellung v. Nagelis, daB 
seine Micelle feste Teilchen, und zwar wirkliche Krystalle sein 
sollten, im Gegensatz zu den aus solchen ,,Krystallen“ auf- 
gebaut gedachten krystallahnlichen K6rpern. 

Bei dem Fibrin liegen die entsprechenden Verhiiltnisse ja 
so, da die Elementarteilchen dieses Eiwei8kérpers in den optisch 
leeren Solen unter dem Einflu8 eines Elektrolyts im gequollenen 
Zustande enthalten sind, indem diese wahrend bzw. nach ihrer 
Entquellung zu kleineren und gréBeren Verbainden zusammen- 
treten. Ich glaube nicht fehl zu gehen, wenn ich annehme, 
daB diese Verbinde zugleich den v. Nagelischen Micellverbanden 
und seinen krystallihnlichen K6rpern gewissermaBen entsprechen 
diirften. Samtliche kleineren und gréBeren Verbinde (Ultrami- 
kronen und Mikronen, bzw. langlichen Punkte, Nadeln und Fad- 
chen) sind ja, ebenso wie die von Fadchen gebildeten Zusammen- 
stellungen (pektése und steinige Gele) grundsitzlich aus ent- 
quollenen Fibrinelementarteilchen hervorgegangen, bzw. aufgebaut. 
Es koénnen ja eben auch die kleineren Verbinde entquollener 
Fibrinamikronen (die Nadeln) wirklichen Krystallen taiuschend 
ahnlich sehen’). 

Es will mir denn auch scheinen, da fiir die von 
v. Nageli studierten organischen Substanzen ahnliche Gesichts- 
punkte maBgebend sein kénnten, wie es bei dem Fibrin der 
Fall ist. Meines Erachtens darf es als sehr wahrscheinlich 
betrachtet werden, daB auch die ,kleinsten Teilchen“ der von 
v. Nageli untersuchten Substanzen im gequollenen Zustande 
in ihren kolloiden Lésungen enthalten seien und daB somit die 
von v. Naigeli als Micelle bezeichneten kleinsten Teilchen seiner 
»Micellarlésungen“ als gequollene Elementarteilchen jener Sub- 
stanzen aufzufassen seien, so daB es sich dementsprechend bei den 
»Micellverbanden“ und den ,krystallahnlichen Korpern“ des 
Autors um Verbinde entquollener Elementarteilchen, bzw. ent- 
quollener Micelle, handeln wiirde. In diesem Sinne amendiert, 
wiirde die Lehre v. Nagelis, wie mir scheint, unserem Ver- 
stindnis nahergeriickt worden sein, und sie wiirde ohne weiteres 
auf die betreffenden bei dem Fibrin vorliegenden Verhiltnisse 


1) Diese Zeitschr. 73, 428, 1916. 
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iibertragen werden kénnen. Und umgekehrt wiirde man zu dem 
SchluB gelangen miissen, daB die bei dem Fibrin in dieser Be- 
ziehung ermittelten Verhialtnisse nicht einzig dastehen, daB sie 
im Gegenteil auch fiir gewisse andere Biokolloide Geltung 


haben diirften. 
Es wiirde in dem vorentwickelten Gedankengang nur der 


Name ,das Micell“ eine Begriffsabanderung erfahren miissen. 
Nun sind allerdings bekanntlich diesem Wort im Laufe der 
Zeit schon andere Bedeutungen beigelegt worden. So z. B. von 
v. Bemmelen’*) — von welchem Autor ja auBerdem das Wort 
»das Micell“ in ,,die Micelle“ bzw. ,,Mizelle“ umgetauft worden 
ist —, so von F, Krafft?) und von J. Duclaux*). Wo also 
mit dem Wort ,,Micell“ (bzw. Micel, Micelle, Mizelle) schon ver- 
schiedene Begriffe angedeutet worden sind, da diirfte es erlaubt 
sein, nochmals eine Begriffsabanderung vorzunehmen und zwar 


in dem vorerwahnten Sinne. 
Ich méchte also mit dem Namen ,das Micell**), inso- 


1) Die Vorstellung, die v. Bemmelen sich von seinen ,,Micellen“ 
bzw. ,,Mizellen“ gebildet hat, diirfte aus dem folgenden Passus (Gesam- 
melte Abhandlungen, S. 274) ersichtlich werden: ,,Die Koagulation ist 
eine weiter fortgeschrittene Trennung der Teilchen von Wasser (Pekti- 
sation), wobei sie jedoch noch halb fliissig bleiben und also eine gréBere Be- 
weglichkeit behalten. Wir kénnen annehmen, da8 diese halbfliissigen 
Kolloidteilchen sich mit Wassermolekiilen zu einer zellenartigen Membran 
anordnen, und also eine Micelle bilden, die eine gewisse Form hat; 
weiter, daB diese Micellen an gewissen Stellen zusammenhangen und eine 
gréBere Membran bilden.“ 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 29, 1334, 1896: Uber eine Theorie der 
kolloidalen Lésungen. Bei Krafft ist zwar nicht von Micellen, doch von 
,Protozellarblischen“ die Rede; v. Bemmelen (I. c. 283) hat sich hierzu 
in der Weise geaiuBert, daB seine Mizelle ,mit den Protozellarblischen 
von Krafft iibereinstimmen, ebenso das Micellargewebe mit dem Netze 
der Protozellarblischen“. Ich werde iibrigens spiter Gelegenheit haben, 
auf die Krafftsche Anschauung naher einzugehen. 

3) Journ. de chim. phys. 7, 405, 1909, wo es heiBt: ,,L’expérience a 
montré que les particules d’un colloide ou Micelles sont formées d’une 
petite masse de matiére insoluble agglomérée, électriquement chargée 
par un ou plusieurs ions (l’ensemble du noyau et de ces ions forment 
la granula) et garnie 4 |’extérieur d’une couche (ou revétement) con- 
tinue ou discontinue d’ions de signe contraire.“ 

4) Weil das Wort von v. Nigeli eingefiihrt worden ist, méchte ich 
den urspriinglichen Namen ,das Micell“ beibehalten. Da8 ich iibrigens 
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weit es das Fibrin betrifft, das amikroskopische System: 
Fibrinsubstanz + Elektrolyt + Wasser, bzw. die mit 
einem Elektrolyten und Wasser geladenen Elementar- 
teilchen des Fibrins, also die zusammengesetzte dis- 
perse Phase, wie sie in den optisch leeren Fibrinsolen 
vorhanden ist, bezeichnen. — Dieser Bezeichnungsweise gemaB 
waren also die Fibrinalkali- und Saéurehydrosole als _,,Micellar- 
losungen“ zu betrachten. Dementsprechend kénnten die Fibrin- 
elementarteilchen nach stattgefundener Entladung bzw. Entquel- 
lung’) entladene bzw. entquollene Micelle genannt werden. Die 
mehrerwahnten Fibrinultramikronen und Mikronen (langliche 
Punkte, kleinere und gréBere Nadeln, Fidchen) wiiren demnach 
als Liingsverbinde entladener bzw. entquollener Micelle zu deuten. 

Es k6énnen solche Liangsverbiinde entquollener Micelle, wie 
schon mehrfach hervorgehoben worden ist, unter Umstiinden 
der Form nach wirklichen Krystallen tiuschend ihnlich sehen, 
dermaBen, daB von Schimmelbusch*) ja sogar einzig auf 
Grund dieser Formiahnlichkeit die ,,Fibrinausscheidungen“ als 
wirkliche Krystalle und der .,Fibrinausscheidungsvorgang“ ohne 
weiteres als ein Krystallisationsproze aufgefaBt worden sind. 
Doch handelt es sich bei den betreffenden Erscheinungsformen 
ihrer Vorgeschichte, Struktur und ihren Eigenschaften nach um 
Pseudokrystalle bzw. krystallihnliche Gebilde, die mit den 
wirklichen Krystallen krystalloider Kérper nicht auf eine Linie 
gestellt werden diirfen, indem ja auBerdem friiher*) dargetan wor- 
den ist, daB auch sonst der ,,Fibrinausscheidungsvorgang“ einen 
von einem gewohnlichen KrystallisationsprozeB grundverschiede- 
nen Vorgang darstellt. —- Um nun einerseits die Formahnlichkeit 
und andererseits den grundsitzlichen Unterschied der Verbiinde 
entladener bzw. entquollener Micelle mit den Krystallen krystal- 
loider Kérper zum Ausdruck zu bringen, diirfte es sich emp- 


eben dieses Wort iiberhaupt zur Anwendung bringe, findet seine Ursache 
zum Teil auch darin, da8 es sich in der Literatur behauptet hat, so daB 
eine neue Namengebung nun als iiberfliissig zu betrachten ware. 

?) Die Entladung und Entquellung sind naturgema8 nicht stets 
synonym. Denn das Micell kann ja, den friiheren Ausfiihrungen gemaB, 
entquollen sein, d. h. seine Wasserladung verloren haben, wahrend die 
Elektrolytenladung ganz oder teilweise zuriickgeblieben ist. 

*) Virchows Archiv 101, 201, 1885. 
8) Diese Zeitschr. 73, 428, 1916. 
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fehlen, samtliche Lingsverbande (langliche Punkte, Nadeln, 
Fadchen) Micellarkrystalle zu benennen. 

Dementsprechend kénnte der zweiteilige Vorgang: die Ent- 
ladung bzw. Entquellung der Micelle und die Anordnung zu 
ultramikroskopischen und mikroskopischen Langsverbianden, also 
der _ ,,Fibrinausscheidungsvorgang“, als ein Micellarkrystal- 
lisationsprozeB bezeichnet werden. 

Vielleicht diirfen wir in der eingeschlagenen Richtung noch 
einen Schritt weiter gehen. Wie vorher schon bemerkt wurde, 
diirfte aus dem Umstande, daB die Fibrinmicelle waihrend und 
nach ihrer Entladung bzw. Entquellung eine so ausgesprochene 
Neigung aufweisen, zu Liangsverbinden zusammenzutreten - 
welcher Vorgang sich ja bei den kleineren Verbanden unter unseren 
Augen fortsetzt') — mit an Sicherheit grenzender Wahrschein- 
lichkeit geschlossen werden, daB jedes Einzelmicell im ent- 
quollenen Zustande eine langgestreckte Gestalt aufweisen muB°). 
Es kénnten zutreffendenfalls die einzelnen entladenen bzw. ent- 
quollenen Micelle dann ja als die allerkleinsten, bis jetzt noch 
amikroskopischen Micellarkrystalle betrachtet werden. Es wiirde 
somit umgekehrt ein Fibrinmicell, also das System: Fibrinsub- 
stanz -++- Elektrolyt 4+- Wasser, auch als gequollener bzw. fliis- 
siger Micellarkrystall gedeutet werden kénnen. SchlieBlich 
hatte man es dann also bei den optisch leeren Fibrinsolen mit 
fliissig-micellarkrystallinischen Lésungen zu tun’), und 
es wire dem Kolloid Fibrin iiberhaupt eine micellarkrystal- 
linische Beschaffenheit beizumessen. 

Es kénnen also unter Beriicksichtigung der vorstehenden 
1) Diese Zeitschr. 78, 370, 1916. 

*) Falls sich unerwarteterweise einmal herausstellen wiirde, daB die 
kleinsten Ultramikronen an sich schon entquollene Einzelmicelle dar- 
stellten, so wiirde diese Hypothese ja ohne weiteres zur Tatsache erhoben 
werden kénnen. 

%) Was, wie mir scheint, ein neues Licht auf den Begriff ,fliissiges 
Krystall* werfen kénnte. — Ubrigens sei hervorgehoben, da der Be- 
griff ,fliissiges Micellarkrystall“ sich bloB auf einen besonderen Zu- 
stand der Micellarkrystalle bezieht. Er ist also jedenfalls nicht iden- 
tisch mit dem Begriff ,fliissiges Krystall‘ im Sinne O. Lehmanns und 
spiterer Autoren. Es sei gestattet, hierzu auf die zusammenfassenden 
Ubersichten von Lehmann selber (Kolloid-Zeitschr. 15, 65, 1914) und 
von W. Voigt (Zeitschr. f. physikal. Chem. 17, 76, 128, 1916) zu verweisen. 
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Ausfiihrungen die bei dem Fibrin vorliegenden Verhiltnisse 
folgendermaBen zusammengefaBbt werden: 

1. Bei den in den optisch leeren Solen enthaltenen, 
unter ElektrolyteneinfluB wassergequollenen bzw. mit 
einem Elektrolyten und Wasser geladenen Fibrin- 
elementarteilchen handelt es sich um ein amikrosko- 
pisches System: Fibrinsubstanz +- Elektrolyt -+- Was- 
ser, das kurz ,Micell* genannt werden kann. Indem 
die entladenen, entquollenen Micelle, also die — aller 
Wahrscheinlichkeit nach eine langgestreckte Gestalt 
aufweisende — Elementarteilchen des Fibrins an sich, 
als die allerkleinsten Micellarkrystalle gedeutet wer- 
den kénnen, so diirfen die Micelle dementsprechend 
als flissige Micellarkrystalle aufgefaBt werden. Es 
kénnte ein optisch leeres Fibrinsol also ganz im 
allgemeinen, auBer als z. B, disperses System, mit fliis- 
siger zusammengesetzter disperser Phase, auch als 
Micellarlésung oder fliissig-micellarkrystallinische 
Flissigkeit bezeichnet werden. 

2. Es kénnen die Micelle (bzw. fliissige Micellar- 
krystalle) unter dem bloBen EinfluB der Zeit oder in- 
folge eines durch auBere Einfliisse herbeigefiihrten 
geringen Wasserverlustes zusammenflieBen (wobei das 
Zusammentreten der vermutlich sphairoiden Gebilde 
zu Langsverbanden bevorzugt sein mag), unter Bildung 
eines gallertartigen Gels. 

3. Es kénnen die das gallertige Gel zusammen- 
setzenden, etwas abgequollenen Micelle (bzw. halb- 
fliissigen Micellarkrystalle) infolge eines weiteren 
Wasserverlustes in einen weit fortgeschrittenen Ent- 
quellungszustand (bzw. halbfesten micellarkrystal- 
linischen Zustand) iibergehen. Dies bringt mit sich, 
daB das gallertige Gel in ein pektéses Gel verwandelt 
wird, in dem sich die Fibrinelementarteilchen bzw. 
die entladenen, entquollenen Micelle bzw. Micellar- 
krystalle in einem halbfesten Zustand und in gegen- 
seitigem Zusammenhang vorfinden. 

4. Schreitet der Wasserverlust (Abtrennung von 
Wasser; Pektisation) der insoweit entquollenen Micelle 
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(bzw. der halbfesten Micellarkrystalle) noch weiter 
fort, und zwar dadurch, daB man das pektése Gel der 
Verdunstung aussetzt, so werden sie schlieBlich in 
einen entquollenen, ganz festen Zustand versetzt, mit 
der Folge, daB das zahe, elastische pektése Gel in ein 
starres, briichiges, steiniges Gel verwandelt wird. 

5. Es kénnen die Micelle (bzw. fliissige Micellar- 
krystalle), wie sie in den optisch leeren Solen enthalten 
sind, auch unmittelbar in einen weit fortgeschrittenen 
Entquellungszustand, bzw.in den halbfesten micellar- 
krystallinischen Zustand, versetzt werden. Undzwarda- 
durch, daB ihnen ihr Quellungswasser bzw. ihre Wasser- 
ladung in einer rascheren, ausgiebigeren Weise, mehr 
in einem GuB, entzogen wird. Unter dem EinfluB 
von solehen Agenzien, die ihren Angriffspunkt in 
der Elektrolytenladung oder von solchen, die ihren An- 
griffspunkt in der Wasserladung finden. In diesem 
Fall kommt die Eigenschaft der Micelle (bzw. der Fi- 
brinelementarteilchen bzw. der kleinsten Micellar- 
krystalle), sich wihrend und nach ihrer Entladung bzw. 
Entquellung vorziiglich in Langsrichtung anzuordnen, 
restlos zur AuBerung. Es werden ihre Lingsverbainde 
als langliche Ultramikronen und Mikronen, bzw. als 
ultramikroskopische und mikroskopische Micellarkry- 
stalle wahrnehmbar. Es setzt sich der Vorgang der 
Agglutination in Lingsrichtung bei diesen kleineren 
und gréBeren Verbanden entladener, entquollener Mi- 
celle, bei den im Dunkel- und teilweise auch im Hell- 
feld sichtbaren Micellarkrystallen also, weiter fort. 
Und zwar dermaBen, daB schlieBlich nur allergréBte 
Verbinde, bzw. Micellarkrystalle, eben die bekannten 
Fibrinfaédchen, als Endresultat des Vorgangs gebildet 
werden, falls dem Aufbauproze8 keine Hindernisse in 
den Weg gestellt werden. 

6. Es kann der zweiteilige Vorgang: die ,, Ausschei- 
dung“ des Fibrins in Faidchenform aus seinen optisch 
leeren natiirlichen und kiinstlichen Solen, kurz als ein 
MicellarkrystallisationsprozeB aufgefaBt werden. 

7. Indem die Fibrinfadchen, bzw. die gréBten Mi- 
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cellarkrystalle, ihrerseits wieder in allerhand Weisen 
zur Anordnung gelangen kénnen, z. B. in Form einer 
Fasermasse, bilden sich pektése Gele aus, die mit 
dem sub 3. erwihnten pektésen Gel grundsitzlich 
auf eine Linie gestellt werden kénnen. Es gibt nur 
insoweit einen Unterschied, als die Anordnung der 
entladenen, entquollenen Micelle, bzw. der kleinsten 
Micellarkrystalle, eine etwas verschiedene ist. 

8. Auch die sub 7. erwihnten pektésen Gele kénnen 
unter dem EinfluB des Eintrocknens in starre, steinige 
Gele verwandelt werden, welcher Vorgang auch hier dem 
Verlust des letzten Restes des Quellungswassers der 
Micellarkrystalle (durch Verdunstung) zugrunde liegt, 
indem naturgemaB zugleich das intermicellarkrystalli- 
nische Wasser verschwindet. 

9. Es kann der Verlust des intramicellaren Wassers 
bzw. der Wasserladung der Fibrinelementarteilchen 
(kleinsten Micellarkrystalle) bei dem Ubergang eines 
optisch leeren Fibrinsols in ein pektéses Gel (es sei 
mit oder ohne Durchlaufen eines sichtbaren galler- 
tigen Zwischenstadiums) mit einem fast vollstandigen 
Verlust der Elektrolytenladung verbunden sein, aber 
braucht das nicht notwendig zu sein. Ersteres trifft 
zu in dem Fall, wo das Sol in ein pektdses Gel ver- 
wandelt worden ist unter dem EinfluB solcher Agenzien, 
die dadurch einen (sekundiaren) intramicellaren Wasser- 
verlust bewerkstelligen, daB sie den Fibrinelementar- 
teilchen, bzw. kleinsten Micellarkrystallen, ihre Elektro- 
lytenladung auf primaérem Wege entziehen. In dem 
Falle jedoch, wo das optisch leere Sol (= Micellarlésung 
== flissig-micellarkrystallinische Fliissigkeit) in ein 
pektéses Gel umgewandelt worden ist, unter dem Ein- 
fluB solcher Mittel, die den Fibrinelementarteilchen, 
bzw. kleinsten Micellarkrystallen, ihr Quellungs- 
wasser (intramicellares Wasser) auf primirem Wege 
entziehen, kann die Elektrolytenladung ganz oder teil- 
weise in den entquollenen Micellen (= Fibrinelementar- 
teilchen=kleinsten Micellarkrystallen) zuriickbleiben. 
Das trifft naturgemaéB auch dann noch zu, wenn das 
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pektése Gel fernerhin infolge Verdunstung des Restes 
des intramicellaren Quellungswassers durch Eintrock- 
nung in ein starres, steiniges Gel verwandelt worden ist. 

Es kénnen in dem letzten Fall dementsprechend 
das pektése und das steinige Gel wieder in einen er- 
heblichen Quellungszustand zuriickversetzt werden, 
wenn sie in (wenig) Wasser itibertragen werden. Es 
wohnt eben in diesem Fall den entquollenen Micellen, 
bzw. den halbfesten und festen Micellarkrystallen, eine 
bedeutende Tatigkeit (Energia) inne, wie man sich, einen 
Ausdruck Grahams’) amendierend, ausdriicken kénnte. 

10. Es kommen dem Fibrin samtliche Merkmale zu, 
die von Graham als kennzeichnend fiir kolloide Sub- 
stanzen betrachtet worden sind’). Namentlich auch 
das negative Merkmal: ,die Unfahigkeit, den krystal- 
linischen Zustand (d.h. den wirklich krystallinischen) 
anzunehmen.“ 

Es hat denn auch keinen Sinn, bei diesem EiweiB- 
kérpervoneinem,,Kolloidzustand* zu sprechen: es stellt 
das Fibrin eine kolloide Substanz ohne weiteres dar. 
Insoweit es das Kolloid Fibrin betrifft, diirfte also der 
beriihmte und vielumstrittenene Satz Grahams: ,Die 
Kolloid- und Krystalloidsubstanzen erscheinen wie 
verschiedene Welten der Materie und geben AnlaB zu 
einer entsprechenden Einteilung der Chemie“, auf- 
recht erhalten werden kénnen, — DaB dasselbe auch 
fiir andere Biokolloide zutreffen kénnte, darf, wie mir 
scheint, als wahrscheinlich betrachtet werden. 


1) Liebigs Annalen 121, 1, 1862, woes heiBt: ,Der Kolloidzustand ist 
in der Tat ein dynamischer Zustand der Materie, wihrend der krystallinische 
der statische ist. Der Kolloidsubstanz wohnt Tatigkeit (Energia) inne.“ 

*) Das gilt auch in betreff der Nichtdialysierbarkeit des Fibrins 
Wasser gegeniiber. Es ist iibrigens meine Absicht, auf diese Angelegen- 
heit demnachst an einer anderen Stelle etwas naher einzugehen, wobei 
ich dann zugleich Gelegenheit haben werde, den Fragen nach der naheren 
Natur des amikroskopischen Systems: Fibrinsubstanz -+ Elektrolyt +- 
Wasser (== Micell = fliissiger Micellarkrystall) niherzutreten. 























Zur Kenntnis der Morphingewohnung. 
II. Mitteilung’). 
Uber die Spezifizitat der Morphingewéhnung. 
Von 
Johannes Biberfeld. 

(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitit Breslau. 
Direktor: Geh.-Rat Prof. Dr. Poh|].) 
(Eingegangen am 31. Juli 1916.) 

Mit 6 Figuren im Text. 

Von den beiden Seiten des Problems, das uns der mensch- 
lische Morphinismus bietet, — einerseits die Toleranz groBen 
Dosen gegeniiber, andererseits die ,,Sucht“, das Hungern nach 
dem Mittel, von denen die letztere ja das eigentliche Wesen 
der Erkrankung darstellt — ist tatsaichlich nur die erstere einer 
Analyse durch das Tierexperiment zuginglich. Denn wenn auch 
gelegentlich in der Literatur (vgl. z. B. bei Faust) bei den an 
Morphin gewohnten Tieren Symptome geschildert werden, die 
an das Streben der Morphinisten nach dem Gifte erinnern, so 
wiirde das doch, solbst wenn es stets zu beobachten wire, kaum 
zur Férderung des Verstindnisses eines so absolut im Psychi- 
schen liegenden Vorganges dienen kénnen. In Wirklichkeit 
habe ich aber bei keinem der von mir im Laufe der letzten 
Jahre an Morphin gewohnten 13 Hunde jemals etwas Derartiges 
zu sehen bekommen, weder bei den mit kleineren, noch bei 
den mit sehr groBen Dosen behandelten. Die Tiere striubten 
sich bis zuletzt genau so wie zu Anfang gegen die Injektion’). - 


1) Vgl. diese Zeitschrift 70, 158. 

2) Auf Schmerz war das sicher nicht zuriickzufiihren; ich habe nie- 
mals eine Abscedierung erlebt. — Einzelne von meinen Hunden zeigten 
eigenartige Symptome, die wohl als Ausdruck von Angst aufgefaBt wer- 
den miissen; so fing der eine stets an stark zu speicheln, sobald er 
aus seinem Stalle zur Injektion gefiihrt wurde, wahrend er vorher und 
nach der Injektion ganz normal war. Ein anderer erbrach oft vor 
der Einspritzung oder wiirgte wenigstens Schleim hervor. 
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Eine volle Analogie zwischen Mensch und Tier existiert also 
auch hier nicht. Immerhin wird es doch nicht zu Jeugnen sein, 
daB die Sucht und die VergréBerung der Toleranz, die ja beim 
Menschen meist quantitativ miteinander wachsen, auch in einem 
kausalen Zusammenhange stehen. Man kénnte sich beispiels- 
weise vorstellen, da unter der stindigen Einwirkung des Al- 
kaloids vom Organismus Stoffe unbekannter Natur, vielleicht 
aus dem Morphin selbst, gebildet werden, die auf fast alle 
zentralen Wirkungsstellen des Morphins ebenfalls wirken, 
aber umgekehrt wie dieses, nimlich als Reiz. Dann 
wire es denkbar, daB dieser Reiz als Unbehagen empfunden 
wird, und zwar als ein Unbehagen, das proportional der ge- 
wohnten Giftdosis anwichst, und nur durch erneute Narkoticum- 
zufuhr beseitigt werden kann. Die Erhéhung der Toleranz be- 
deutete dann natiirlich weiter nichts, als daB der_,,Reizstoff“ 
durch seine antagonistische Wirkung die typischen Morphin- 
symptome erst bei gréBerer Dosis zum Vorschein kommen |abt. 
Wenn etwas Ahnliches wirklich in unserer Frage in Betracht 
kommt, so war anzunehmen, daB die auf diesem Wege erzielte 
Toleranz spezifisch ist, daB sie nur fiir Morphin selbst 
gilt. Denn wenn es auch méglich (aber keineswegs bewiesen) 
ist, daB z. B. Chloralhydrat im GroBhirn auf dieselben Elemente, 
also Ganglienzellen, wie Morphin wirkt, so kann man doch 
durchaus nicht voraussetzen, daB die Art der Wirkung, d. h. 
die durch das Gift in den Zellen gesetzte chemische Anderung, 
bei beiden Substanzen dieselbe ist. Dagegen spricht vielleicht 
schon der groBe Unterschied in den zur Wirksamkeit erforder- 
lichen Dosen. Gibt es nun einen fiir Morphin antagonistischen, 
eventuell aus Morphin entstandenen Reizstoff, so durfte dieser 
nur diese Substanz paralysieren, nicht auch andere, ebenfalls 
auf GroBhirn-Ganglien wirkende Substanzen'). — Diese Uber- 


1) Ich glaube nicht, da8B eine solche Auffassung wider die herrschen- 
den Grundsitze der Immunititslehre verstéBt. Denn wenn man auch 
noch so scharf zwischen der durch eiweiBartige und der durch chemisch 
bekannte Substanzen erzeugten Giftfestigkeit unterscheidet (Produktion 
von tibertragbaren Antikérpern usw.), so kommt man doch auch bei der 
Morphingewéhnung, welche Vorstellung immer man sich von ihr bilden 
mag, nicht um die Notwendigkeit herum, dem Zellprotoplasma neue che- 
mische Funktionen zu vindizieren, wie es die Seitenkettentheorie bei den 
bakteriellen Giften tut. Wie sollte man sich z. B. nach der bekannten 
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legung war der experimentellen Priifung am Tiere zuginglich, 
und ich habe deshalb festgestellt, wie sich Hunde, die an 
Morphin gewohnt waren, gegen andere auf die Nerven- 
zentren wirkende chemische Substanzen verhalten. 

Fiir diesen Zweck muBte man naturgemaB verschiedene 
Gruppen von derartig wirkenden Substanzen, den _ ,,Narkoticis“ 
im weiteren Sinne, unterscheiden. Zuerst waren die Mittel zu 
untersuchen, deren hauptsichliche Wirkung sich in Form der 
Lahmung zentraler Funktionen zeigt. Und bei diesen muBte 
wiederum zwischen Alkaloiden und den Narkoticis der Fettreihe 
unterschieden werden. Denn wenn auch die Frage der soge- 
nannten Potenzierung im Sinne Birgis noch keineswegs ent- 
schieden ist, so konnte sich doch der morphingewéhnte Organis 
mus in dieser Hinsicht anders als der normale verhalten. — 
Sodann war auch zu untersuchen, wie sich unsere Tiere gegen 
solche Gifte verhielten, die die Zentren primar in den Zustand 
gesteigerter Erregbarkeit versetzen. 


Bei der Wahl von Alkaloiden, die in ihrer Wirkung 
dem Morphin ahnlich sind, also zentral primar lahmen, ist 
man, wenn man vorlaiufig von den direkten Morphinderivaten 
absieht, sehr beschrankt. Bei fast allen in Betracht kommenden 
Substanzen sind ,, Nebenwirkungen“ auf Zirkulation, Atmung usw. 
in so hohem MaBe vorhanden, da sie fiir unsere Zwecke ganz 
ungeeignet sind. Als noch am reinsten auf das GroBhirn’) 


— in den letzten Jahren allerdings in ihrer experimentellen Grundlage 
erschiitterten (vgl. bei K. Zahn) — Theorie, da8 namlich der morphin- 
gewohnte Organismus das Gift und nur dieses schneller zerstére, diese 
erhdhte Zerstérungsfahigkeit anders vorstellen? Es ist das doch eine genau 
so ,vitale‘ Reaktion wie die Produktion von Receptoren und deren Ab- 
stoBung ins Blut. Und ebensogut liegt auch die Méglichkeit vor, dati 
der Organismus die Fihigkeit gewinnt, das Morphinmolekiil zu einem 
physiologisch umgekehrt wirkenden Stoff umzuwandeln. Der chemische 
Eingriff braucht vielleicht gar nicht so erheblich zu sein; ist doch schon 
das Codein (Methylmorphin) bei Tieren ein ausgesprochenes Reizgift. 

1) Als MaB fiir den Grad der erzielten Gew6hnung habe ich meinem 
Ziele entsprechend stets das Verhalten des GroBhirns genommen. Das 
Ausbleiben der Allgemeinnarkose ist nach meiner Erfahrung das kon 
stanteste Symptom der Gewéhnung, wihrend ich beispielsweise in einem 
Versuche feststellte, da8 ein Hund auf 0,8 und 1,0 Morphin keine Nar- 
kose mehr, aber schon auf 0,4 typische Atemwirkung bekam. 
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wirkendes Mittel habe ich das Scopolamin in meinen Ver- 
suchen benutzt, tiber dessen zentral lahmende Wirkung eine 
ziemlich umfangreiche Literatur existiert (vgl. bei E. Hug und 
O. G. Kessel). Da eine genaue Dosierung fiir meinen Zweck von 
entscheidender Bedeutung ist, habe ich die eben wirksame 
Gabe bei normalen Tieren bestimmt; ich fand sie gréBer als 
M. Kochmann angibt, trotzdem ich stets frisch aus jeweils ge- 
offneten Flaschchen bereitete Loésungen von Scopolaminum hy- 
drobromicum Merck benutzte. Z. B. in folgenden Versuchen: 
1. Normaler Hund, 12000; erhalt 1 mg Scopolamin. subcut.: 
ganz wirkungslos. — Nach 3 Tagen, Gew. 11600, erhalt er 2 mg 
Scopolamin; nach kurzer Zeit Unruhe; spater Schlaf, der ca. 
1 Std. anhalt. — Nach weiteren 5 Tagen, Gew. 13400, 3 mg 
Scopol. subcut. Nach ca. 30 Min. etwas Dyspnoe; nach 1 Std. Er- 
brechen. Spater unsichere Zeichen von Miidigkeit (Blinzeln, 
Gahnen) — alles nicht sehr erheblich. — Auch spater nichts. 
2. Normaler Hund, 10000; erhalt 9® 35’ 2 mg Scopolamin. 
hydrobromicum sube. Bis 10° nichts; 10% 10’ blinzelt, schlieBt 
manchmal auf kurze Zeit die Augen; 25’ lat den Kopf sinken, 
kaimpft sichtlich gegen den Schlaf; 40’ gihnt, heult manchmal 
auf.. 50’ Unruhe nimmt zu, gelegentlich kurzes Galoppatmen. 
115 wieder ruhiger, legt sich nieder. 11" 10’ leichter Schlaf, 
erwacht bald wieder, geht umher, schlaft wieder ein. 125 setzt 
sich auf; noch stark benommen. 12" 30’ normal. 
Danach war als sicher narkotisch wirkende Dosis etwa 
2 bis 3 mg subcutan zu injizieren. — Das Verhalten der mor- 
phingewohnten Tiere mégen folgende Versuchsprotokolle zeigen. 
3. Normale Hiindin, 8000; erhalt 5. VI. 1 mg Scopolamin. 
hydrobr. sube.; kurzdauerndes Galoppatmen; nach 50’ leichter 
Schlaf, der ca. +/, Stunde anhalt. Ca. 2 Std. nach der Injektion 
wieder normal. Am 7. VI. 3 mg Scopolamin.; nach */, Std. 
Miidigkeit, dann bald Schlaf, spaiter wechselnd Aufwachen und 
Schlaf. Nach ca. 5 Std. wieder normal. — Vom 9. VI. bis 3. VII. 
Gew6éhnung an Morphin durch subcut. Injektion steigender Mengen; 
am 3. VII. Gew. 6800 ruft 0,8 Morphin keine Symptome her- 
vor. Am 5. VII. 3mg Scopolamin. subcut.; nach ca. 15’ Schlaf; 
spiter Dyspnoe, Heulen. Nach ca. 5 Std. normal. — Das an 0,8 
Morphin (mehr als 0,1 prokg) gewohnte Tier reagiert 
auf 3mg Scopolamin ebenso wie vor der Gewoéhnung. 
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4. Hund, 9400, erhalt vom 24. III. an Morphin; 6. V. Gew. 
8000, 0,3 Morphin, Defaikation, sonst nichts; 7. V. 0,32, 8. V. 
0,36, 10. V. Gew. 7600 0,4 Morphin, ohne Wirkung. Am 
11. V. Gew. 7600, 2 mg Scopolamin. hydrobr.; nach kurzer 
Zeit Halluzination, Dyspnoe, Ataxie, Unruhe. — Vom 
14. V. an taglich 0,4 g Morphin bis zum 25. V. Am 26. V. 
Jew. 7000; 1,5 mg Scopolamin. hydrobr. sube.; nach 5’ Ataxie, 
Dyspnoe, spiater ruhiger; nach ca. 40’ Schlaf, der etwa 1 Std. 
anhalt; nach 3 Std. normal. 


Durch den Verlauf dieser Versuche ist bewiesen, daB | 


morphingewohnte Hunde auf Scopolamin allein ebenso 
reagieren wie normale. — Nach diesem Ergebnis war es 
interessant festzustellen, wie die gewohnten Tiere sich verhielten, 
wenn man ihnen zugleich mit der gewohnten, also unwirksamen 
Morphinmenge noch eine wenig oder gar nicht wirksame Sco- 
polamindosis einspritzte. Denn wenn auch das Morphin allein 
nicht zentral lahmte, konnte es doch die Scopolaminwirkung 
verstarken; liegen ja doch Angaben in der Literatur vor, daB 
an sich ganz indifferente Alkaloide in Kombination mit anderen 
deren Wirkung erheblich steigern sollen. — Im folgenden Ver- 
such war aber keine derartige ,,Potenzierung“ zu sehen. 

5. Hund 9400 (vgl. Vers. 4) erhalt vom 24. III. an stei- 
gende Morphindosen; am 3. V. Gew. 7800, auf 0,3 Morph. keine 
Reaktion. Am 4. V. Gew. 7700, erhalt 0,3 Morphin + 1 mg 
Scopolamin. subc.; nach kurzer Zeit legt er sich hin; Zuckungen; 
spater leichter Schlaf (durch AnstoBen zu erwecken) mit Zittern. 
— Nach 2?/, Std. richtet er sich spontan auf. — Also im ganzen 
nicht viel anders, wie sich beispielsweise der Hund von Vers. 3 
auf die gleiche Scopolaminmenge benommen hat. 

Die weiteren Versuche galten der Feststellung, wie sich 
die morphingewéhnten Hunde gegeniiber ecinem nar- 
kotisch wirkenden Morphinderivat verhielten. Als ein 
solches war wegen der bekannten Krampfwirkungen der an- 
deren iiberhaupt wirksamen Opiumalkaloide auf Tiere nur das 
sogenannte Heroin, das Diacetylmorphin, brauchbar. — Da 
nur wenige Angaben iiber die Dosen dieses Alkaloids fiir Hunde 
zu finden waren, habe ich folgende Normalversuche angestellt: 

6. Normaler Hund, 12600, erhalt 95 30’ 0,075 Heroin. 
hydrochl. subc.; 35’ Miidigkeit; 45’ 20 Atemziige in der Minute; 
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55’ leichter Schlaf; wenn aufgeweckt, kann er sich nicht auf 
den Beinen halten, Die Ataxie dauert bis ca, 10% 45’, dann 
ziemlich bald normal. 

7. Normaler Hund, 9600, erhalt 9510’ 0,25 Heroin. hy- 
drochl. sube.; 15’ deutliche Zeichen von Miidigkeit, spaiter Ataxie. 
50’ Schreckhaftigkeit. Spiater leichter Schlaf, der bis zum Nach- 
mittag anhalt; dann langsame Erholung. Die zentralnarkotische 
Wirkung des Heroins ist bei Hunden also gering; als Dosis 
muBte mindestens 0,1 genommen werden’). 

Uber das Verhalten der morphingewohnten Tiere seien fol- 
gende Versuche angefiihrt: 

8. Hund, 8800, erhalt vom 12. VII. an Morphin in stei- 
genden Mengen. Am 10. VIII. 1,0 Morphin, nur Miidigkeit. 
13. VIII. Gew. 6800, 1,0 Morphin, nur Miidigkeit. 16. VIII. 
95 50’ 0,1 Heroin subc., um 105 ]aBt er den Kopf sinken; 
105 10’ leichter Schlaf, Defakation. Gegen 11 unruhig, leises 
Heulen; spiter wieder Uberwiegen derSchlafrigkeit. 12% 30’ normal. 

9. Hund, 9400 (vgl. Versuch 4 u. 5), erhalt vom 24. III. an 
Morphin; am 8. VI. Gew. 7400; 0,72 Morphin, keine Symptome; 
10. VI. Gew. 7000, 9" 35’ 0,25 Heroin. hydrochl. sube.; nach 
10’ Unruhe, Schreckhaftigkeit. 9" 50’ Ataxie, taumelt umher; 
zeitweise Schlaf. — Der Zustand dauert nur kurze Zeit. 

Wenn auch in dem zuletzt angefiihrten Versuche die Re- 
aktionsfaihigkeit des gewohnten Tieres etwas vermindert er- 
scheint, so geht doch aus diesen Versuchen mit Sicherheit her- 
vor, daB die erzielte Gew6hnung an sehr hohe Morphindosen die 
GroBhirnzellen nicht vor der Heroineinwirkung schiitzt. Die 
Gewéhnung an Morphin ist also derart spezifisch, daB 
sie selbst einem so nahen Verwandten des Gewéhnungs- 
giftes gegeniiber, wie es das Heroin ist, versagt’). 

Als ein Krampfgift habe ich das Cocain genommen. 
Beim normalen Tiere schiitzt hier Morphin vor der sicher téd- 
lichen Dosis: 


1) Vgl. auch bei H. Langer. 

®) Ahnlich verlief auch ein Versuch mit Apomorphin; ein Hund, 
der auf 0,2 Morphin nur Miidigkeit zeigte, erbrach am Tage darauf 
auf 5 mg Apomorphin. — In einem anderen Versuche (wirkungslose 
Morphindosis = 0,8 g) riefen allerdings 5 mg Apomorphin bei einem Ge- 
wicht von ca. 7,5 kg kein Erbrechen hervor. 
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10. Normaler Hund, 13600 g, erhalt 11" 35’ 0,2 Mor- 
phin, sube.; Defaikation 50’ Schlaf. 55’0,2 Cocain sube. 57’ 
Unruhe, hebt manchmal den Kopf. Etwas spiter abwechselnd 
Unruhe und Schlaf; Miosis. 12% 15’ Ausbruch von typischen 


Cocainkrampfen, Mydriasis. — Spiater liegt er ruhig, etwa 
wie ein Hund mit kleiner Morphindosis; schreckhaft. — Am 
Nachmittag ruhig; am nachsten Tage normal; friBt. — 9 Tage 


nach der ersten Injektion (Gewicht 13500 g) erhalt er 0,2 Co- 
cain 10" 15’ sube.; nach 2’ starke Unruhe; 105 22’ schon 
heftige Dyspnoe. 27’ Krampfanfall: tetanische und Rollkrimpfe 
usw. Dieser Zustand dauert bis 10% 50’, dann kurze Zeit 
Ruhe; nachher wiederum Ausbruch von Krampfen und Dyspnoe. 
Und so wechselt das Befinden zwischen Ruhe und Krampf- 
anfallen. Gegen 2" f. 

Beim morphingewohnten Tiere ist der Schutz durch Mor- | 
phin aber nicht vorhanden: 

11. Junger Hund; vom 25. X. ab an Morphin gewoéhnt. 
10. XII. Gewicht 4300 g; 4 10’ 0,2 Morphin; keine Wir- 
kung. 45 20’ 62,5 mg Cocain; 25’ Unruhe, 27’ Krampf- 
stellung, 32’ fast unaufh6rliche klonische Zuckungen, maximale 
Mydriasis. Gegen 55 werden die Kriampfe schwicher, 5» 2’ 
Tod an Atmungslahmung, Herz schlagt noch; kiinstliche Atmung 
erfolglos. 

Trotzdem also in diesem Versuche viel mehr Morphin pro 
Kilogramm (ca, 0,05 gegen 0,015) als in Versuch 10 gegeben wurde, 
war die gleiche Cocaindosis (15 mg pro Kilogramm) hier tédlich.’) 


Ebenso spezifisch wie gegen die Alkaloide war die Mor- 
phingew6hnung gegen Narkotica der Fettreihe*). Hier 
habe ich seiner geringen sonstigen Wirkungen wegen das 
Veronal, in Form des wasserléslichen Veronalnatriums, als nar- 
kotisierendes Mittel benutzt. 

Bei normalen Tieren lag die sicher schlafmachende Dosis 
bei 1 g subcutan. — Fiir das Verhalten der gewéhnten Tiere 
seien folgende zwei Versuche angefiihrt. 


1) Ebensowenig wird nach meiner Erfahrung ein Hund durch fort- 
gesetzte Cocaininjektionen morphinfest. 

*) Einigen Angaben in der neueren Literatur entsprechend, ver- 
suchte ich es auch, Magnesiumsulfat als Allgemeinnarkoticum zu be- 
nutzen. Doch eignete es sich fiir meinen Zweck nicht, da die GroBhirn- 
wirkung nicht konstant genug war. 

Biochemisehe Zeitschrift Band 77. 19 
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12. Hund, 7800, vom 11. III. an mit Morphin behandelt. 
— 1. V. Gew. 8000; 1,0 Morphin sbc., keine erkennbare Wirkung. 
— 3. V. Gew. 7500; 1,0 Morphin, keine Wirkung. — 4. V. Gew. 
7300; 0,8 Morphin (wegen der starken Gewichtsabnahme); 5. V. 
7300; 0,8 Morphin, keine Wirkung. 6. V. 7900; 1,0 Veronal- 
natrium (15 ccm Wasser) subcutan um 10535’; 115 Mi- 
digkeit, 115 30’ Schlaf, 12" tiefer Schlaf, der bis gegen 
Abend anhalt, dann langsames Erwachen. — 8. V. Gew. 7600; 
0.8 Morphin, keine Wirkung. 9. V. Gew. 8600; 1,0 Morphin; 
keine Wirkung. 

13. Normaler Hund, 8800, erhalt am 8. VII. 1,1 g Vero- 
nalnatrium subcutan um 9545’; 10515’ etwas miide, 50’ 
leichten Schlaf, 12" ziemlich tiefer Schlaf; der Schlaf halt den 
Tag iiber an, am Nachmittag ist er aber schon durch Beriihren 
zu unterbrechen. Am 9. VII. normal. — Vom 12. VII. ab wird 
das Tier an Morphin gewohnt (vgl. Versuch 8); 24. VII. Gew. 
7100, 0,8 Morphin subc., nichts. — 26. VII. Gew. 7200, 1,0 Mor- 
phin, Miidigkeit. — 28. VII. Gew. 7400, 1,0 Morphin, Miidigkeit, 
nach ca. 1 Std. Defakation, bald darauf Erbrechen. — 29. VII. 
Gew. 6600; 0,55 Veronalnatrium um 10515’ sube.; um 
115 Miidigkeit, 20’ leichter, um 12 tiefer Schlaf, der 
bis ca. 3" anhalt; dann wieder munter. — 30. VII. Gew, 
6300; keine Injektion. — 31. VII Gew. 6900; 1,0 Morphin, 
nur geringe Midigkeit. 

In dem letztangefiihrten Versuche hat eine Dosis von 
0,5 Veronal (= 0,55 Veronalnatr.) bei dem an 1,0 Morphin 
gewohnten Tiere ungefahr die gleiche Wirkung gezeigt wie die 
doppelte Dosis bei demselben Tiere vor der Gewoéh- 
nung. Also nicht nur keine Abstumpfung, sondern eher eine Er- 
héhung der Empfindlichkeit des GroBhirns gegen das Narkoticum. 


Die Bestimmung der Wirksamkeit von narkotisch wirken- 
den Substanzen, sowohl Alkaloiden, als auch einer Substanz 
der Fettreihe bei Hunden, die an groBe Dosen Morphin ge- 
wohnt waren, hat demnach ergeben, daB die Gewéhnung des 
GroBhirns der Tiere durchaus spezifisch ist. Es behalt seine 
Empfindlichkeit sogar den Derivaten des Morphins gegeniiber’). 


1) Ob und wie weit diese Tatsache auch fiir den Menschen gilt, ist 
von vornherein nicht zu sagen; sie widerspricht der klinischen Erfah- 
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Die so ermittelte Tatsache steht im Einklange mit der ein- 
gangs erérterten theoretischen Auffassung von dem Wesen der 
Morphingewohnung, speziell der Toleranz gegen die hohen Dosen 
des Giftes*). 


Wahrend der Vorbereitung der Versuche iiber die Mor- 
phingewohnung habe ich auch nachgesehen, ob die Zufuhr von 
Lipoiden den Verlauf der Gewohnung in irgendeiner Richtung 
beeinflussen kann. Es war ja méglich, wenn auch vielleicht 
nicht wahrscheinlich, daB in gréBerer als der normalen Menge 
kreisende Lipoide, bei der bekannten Beziehung solcher Stoffe 
zur Narkose, die Gewohnungskurve abanderten. Wie der fol- 
gende Versuch lehrt, war das bei Cholesterin-Fiitterung 
(zum Teil Merck’sches, zum Teil aus Hundehirn selbst darge- 
stelltes Cholesterin) nicht der Fall. 

14. Hund, 3400, erhilt vom 29. X. 15 an Morphin; am 
1. II. 16 Gew. 6000; 0,4 Morphin haben keine Wirkung, weder 
auf GroBhirn, noch auf die Atmung. — 2. II. 1,0 Cholesterin 
im Futter; nach einigen Stunden 0,4 Morphin subc.: keiner- 
lei Wirkung. — 3. II. 2,0 Cholesterin im Futter; 0,4 Mor- 
phin haben keine Wirkung. — 4. II. Gew. 6700; 3,0 Chole- 
sterin im Futter; 0,4 Morphin, nach ca. */, Std. diarrhoische 
Kotentleerung; sonst keine Wirkung. 


Wie bekannt, tauchen in der Literatur immer wieder An- 
gaben iiber Versuche auf, die die Existenz von irgendwelchen 
Immunsubstanzen* im Blute von Tieren beweisen sollen, die 
” 


rung jedenfalls nicht. Denn diese zeigt, so gelegentlich mancher Ent- 
wohnungskuren, daB z, B. Schlafmittel der Fettreihe bei den Morphi- 
nisten wirksam sind. 

1) Die entwickelte Auffassung steht auch gut im Einklang mit der 
Feststellung H. Langers, daB es beim Heroin eine Gewohnung an die 
narkotische Komponente der Heroinwirkung, nicht aber eine solche 
an die erregungssteigernde gebe. Der Organismus erzeugt auch 
beim Heroin unter dem Einflu8 fortgesetzter Injektionen eine die Nar- 
kose paralysierende Substanz, die dann natiirlich die Krampfwirkung 
nicht beeinflussen kann. Eine Gewéhnung an Krampfgifte scheint es 
iiberhaupt nicht zu geben, so sind Frésche, bei denen Morphin haupt- 
sachlich erregend wirkt, nicht an dieses zu gewOhnen (Hausmann) und 
ebensowenig Hunde an Kodein (Bouma). 


19* 
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an Alkaloide (auBer Morphin z. B. Strychnin) gewohnt wur- 
den'). Einer Nachpriifung hat bisher keine dieser Behauptungen 
standgehalten. Immerhin war es ja gerade nach der oben 
dargelegten Anschauung mdglich, daB sich die Resistenz gegen 
Morphin durch das Blut der Immuntiere auf andere iiber- 
tragen lasse. Ich habe deshalb einige Versuche in dieser 
Richtung angestellt. — Wenn ich das_,,Morphinisten“-Serum 





Kurve 1. Kaninchen 2700; Atmung aus einer Trachealkaniile registriert ; 
Blutdruck: Abscisse (Zeitschreibung) = 9 cm Hg. 5" normale Kurve 
vor der Injektion. Versuch 17a, 





Kurve 2. 8 Minuten nach der 1. Serum- 
injektion. Versuch 17b. 





1) Vergl. die Literatur bei A. Valenti. 
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Morphininjektion. 


Versuch 1&b. 


Kurve 6. 





Kurve 5. Versuch 18a. 


subcutan injizierte, zeigte 
sich seine Wirkungslosigkeit 
sehr bald, z. B.: 

15. Kaninchen, 2200, er- 
halt 105 45’ 10 cem Serum 
eines Hundes, der vom 20, X. 
15 bis 15, II, 16 im ganzen 
ca, 15 g Morphin bekommen 
hatte und auf 0,4 g (bei einem 
Gewicht von 5800) keine Sym- 
ptome zeigt. 11% 24’ werden 
0,02 Morphin in eine Ohrvene 
gespritzt; typische Morphin- 
wirkung auf die Atmung (von 
der Nase aus am intakten 
Tiere registriert), 

16, Katze, 2200, erhalt 
104 30’ 10 cem desselben 
Serums und 115 30’ nochmals 
10 com, zusammen mit 0,05 
Morphin subcutan, 11% 50’ 
typische Morphinwirkung: 
Raserei, Mydriasis. — 45 +. — 
Und ebenso war es bei einem 
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Hunde. —- Anders schien es aber zu sein, wenn ich das Serum 
intravend6s injizierte: 

17. Kaninchen 2700 g; 5 ® Injektion von 2,5 cem Morphin- 
serums -+- 2,5 ccm Ringer in eine Vene; Blutdruck sinkt etwas, 
Atmung unbeeinfluBt; 5" 13’ nochmals intravenése Injektion 
von 5 ccm der Mischung Serum -+- Ringer; keine Kurvenanderung. 
5» 32’ 0,02 Morphin intravenés: Atmung nicht verlang- 
samt; 55 39’ noch 0,02 und 49’ 0,04 Morphin bringen nur 
geringes Seltenerwerden der Atemziige, keine typische Morphin- 
wirkung hervor (vergl. Kurve 1 bis 4). 

Diese Hemmung durch Morphinistenserum war aber nicht 
konstant: 

18. Kaninchen, 2200 g; 115 40’ bis 55’ Injektion von 
5 ecm Morphinserum (-- 5 cem Ringer) in eine Ohrvene; wahrend 
und kurz nach der Injektion etwas Dyspnoe, dann fribt das 
Tier wieder. 125 34’ Atmung am intakten Tier von der Nase 
aus registriert; 12" 40’ 0,02 Morphin: typische Morphinwirkung 
auf die Atmung; Narkose (vergl. Kurve 5 und 6). 

Ich halte demnach die Ubertragbarkeit der Morphinimmu- 


nitaét nicht fiir bewiesen’*). 


Bei einigen meiner morphingewéhnten Tiere habe ich zu 
ermitteln gesucht, wie lange die Toleranz gegen die hohen 
Dosen noch nach Aussetzen der Injektionen erhalten bleibt. — 
Macht man eine kurze Pause (2 bis 3 Tage), so sieht man 
keine Anderung, weder im Wesen der Tiere, noch in der Tole- 
ranz gegen die vorher gespritzte Dosis*). Anders aber ist es, 
wenn man 10 Tage ohne Injektion verstreichen laBt: 


1) Selbstverstandlich ist durch die Inkonstanz dieser Resultate 
keineswegs bewiesen, daB im Blute der immunisierten Tiere keine die 
Morphinwirkung paralysierende Substanz vorhanden ist. Es ist ja tech- 
nisch unmdglich, auch nur einen erheblichen Teil des supponierten, im 
Gesamtblute vorhandenen Kérpers zu iibertragen, abgesehen davon, dab 
er bei den notwendigen Manipulationen (Defibrinieren, Absetzenlassen 
der roten Blutkérperchen) méglicherweise in Verlust gerat. 

*) A. Valenti beschreibt eine Reihe von ,,Abstinenzerscheinungen“ 
an der Zirkulation von Hunden; seine mitgeteilten Versuchsprotokolle 
sind wenig iiberzeugend. — Meine Befunde an Hunden stehen auch in 
einem gewissen Gegensatz zu denen Cloettas an Ratten und Tauben 


(S. 480). 
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19. Hund, 7800 g, erhalt vom 11. III. an Morphin; 24. V. 
Gewicht 7600 g; 0,8 Morphin, ohne Wirkung. Bis zum 5. VI. 
keine Injektion. 5. VI. Gewicht 7000 g; 0,8 Morphin; nach 
20’ starke Miidigkeit, etwas spater volle Morphin- 
wirkung. (Erbrechen war bei diesem Hunde auch bei der 
1. Injektion nicht aufgetreten.) — 6. VI. Gewicht 6400 g. 
0,8 Morphin sube.; nur kurze Zeit leichter Schlaf. — 7. VI. 
Gewicht 6600 g; 0,8 Morphin, keine Wirkung. — Auch an 
den nachsten Tagen treten auf die gleiche Dosis keine Sym- 
ptome auf. 

Nach 10 Tagen war also ein Teil der Gewohnung ver- 
loren gegangen; das GroBhirn reagierte wie normal. Trotzdem 
aber ist das Tier noch nicht als normal anzusehen; denn eine 
Dosis von mehr als 0,1 Morphin pro Kilogramm wiirde bei 
den meisten Hunden wahrscheinlich letal sein. Ferner erlangte 
das Tier nach zwei weiteren Injektionen seine erste Toleranz 
wieder. 


Zusammenfassung. 


1. Die durch lange fortgesetzte Injektionen bei 
Hunden erzeugbare Gewohnung an Morphin ist spezi- 
fisch; sie besteht nicht einmal dem Diacetylmorphin 
gegeniiber. 

2. Fiitterung von Lipoid (Cholesterin) beeinfluBt den Ab- 
lauf der Gewohnung nicht. 

3. Immunisierende, tibertragbare Substanzen lassen sich 
nicht konstant im Blute der gewéhnten Tiere nachweisen. 

4. Nach ca. 10 Tagen Pause reagiert das GroBhirn ge- 
wohnter Tiere wieder auf Morphin; doch ist noch ein gewisser- 
mafen latenter Gewéhnungszustand vorhanden. — Abstinenz- 
_ erscheinungen wurden nicht beobachtet. 
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Beitrige zur Kenntnis der Bestandteile des Wollfetts. 


Von 
F. Réhmann. 
(Aus der chemischen Abteilung des physiglogischen Instituts zu Breslau.) 


(Eingegangen am 16. August 1916.) 


Von Oscar Liebreich') war angegeben worden, daB die 
»Fette der Haut“, besonders auch die des Menschen, ,,Chole- 
sterinfette“ seien. Zum Beweise berief er sich auf die Unter- 
suchungen von Hartmann*) und E, Schulze*) iiber das 
Wollfett und die Ergebnisse eigener Beobachtungen, die ihm 
gezeigt hatten, dai die Vernix caseosa neben einer in Acet- 
essigsiure- und Athylacetessigsiureither léslichen Substanz, die 
die Liebermann-Burkhardsche Reaktion gab (Cholesterin?), 
noch einen in diesen Lésungsmitteln schwerer léslichen Anteil 
enthielt, der die gleiche Reaktion zeigte und, wie er annahm, 
aus Cholesterinestern der Fettsiuren bestand. 

Die Angaben O. Liebreichs erregten mein Interesse, als 
ich gefunden hatte, daB das Sekret der Biirzeldriise*), die als 
ein Homologon der Talgdriisen zu betrachten ist, und zwar 
sein léslicher é6liger Anteil, im wesentlichen nicht aus Chole- 
sterinestern, sondern aus den Estern des Oktadezylalkohols be- 
stand, neben denen sich auch in geringerer Menge solche des 











1) Oscar Liebreich, Uber das Vorkommen des Lanolins im 
menschlichen Organismus. Virchows Archiv 121, 383, 1890. Arch. f. d. 
ges. Physiol. 1890, 363. 

2) Fritz Hartmann, Uber den Fettschwei8 der Schafwolle. 
Inaug.-Diss. Gottingen 1868. 

®) Ernst Schulze, Uber die Zusammensetzung des Wollfettes. 
Journ, f. prakt. Chem. [2] 7, 163, 1873; 9, 321, 1874. Ber. d. Deutsch. 


chem, Ges. 31, 1200, 1898. 
*) F. Réhmann, Uber das Sekret der Biirzeldriise. Beitrige z. 


chem, Physiol. u. Pathol. 5, 110, 1904. 
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Cetylalkohols fanden. Ich veranlaBte deshalb P. Linser'), da- 
maligen Assistenten der Kgl. Hautklinik von A. Neisser, die 
Angaben von O. Liebreich nachzupriifen. Seine Untersuchungen 
ergaben, dai zwar die Keratingebilde der Haut, wie das Horn 
von Rindern, Hufspine und anderes, freies Cholesterin enthalten, 
daB aber der Hauttalg, d. h. das Sekret der Talgdriisen, nicht 
ohne weiteres als Cholesterinfett zu betrachten ist. Es lieferte 
bei der Verseifung nur kleinere Mengen Cholesterin neben gré- 
Beren Mengen eines festen, krystallinischen, bei 64 bis 65° 
schmelzenden Koérpers und einem 6ligen Anteil. Hier konnte 
zwar das Cholesterin esterartig gebunden sein, trat aber in 
seiner Menge hinter anderen Bestandteilen zuriick. 

Nun sollte aber nach den Angaben von E. Schulze auch 
das Wollfett, das bekanntlich ein Gemisch von Produkten der 
Talgdriisen und den Absonderungen der iibrigen Haut darstellt, 
Ester des Cholesterins und des Isocholesterins enthalten. War 
dies richtig, so schien es nicht ohne Wert, diese Ester als 
solche aus dem Wollfett darzustellen. Die Hoffnung, da dies 
gelinge. war gegeben durch die mir aus friiheren Versuchen 
bekannte Tatsache, da die Cholesterinester sich durch ihre 
geringere Loslichkeit von Cholesterin, Fettsiuren und Fetten 
trennen lassen. Ich veranlaBte deshalb einen anderen Assi- 
stenten der A. Neisserschen Klinik, Herrn Dr. K. Siebert, 
die Darstellung der Cholesterinester aus dem Wollfett zu unter- 
nehmen, Die Versuche, die ich nach einiger Zeit allein weiter- 
zufiihren gezwungen war, gestalteten sich zu einer Nachprii- 
fung der Angaben, die E. Schulze und spiater besonders 
L. Darmstadter und J. Lifschiitz iiber die Zusammensetzung 
des Wollfettes gemacht haben. Sie beziehen sich einesteils auf 
die im Wollfett enthaltenen Alkohole, anderenteils auf die mit 
ihnen esterartig verbundenen oder freien Siéiuren. Was die 
ersteren betrifft, so schien mir im Hinblick auf meine von 
Birzeldriisen gemachten Beobachtungen der besonderen Be- 
achtung wert dje von E. Schulze gemachte Angabe, daf 
das Wollfett neben Cholesterin und Isocholesterin in nicht un- 
betrachtlicher Menge noch andere Alkohole enthalt. Ihre Cha- 


1) P. Linser, Uber den Hauttalg bei Gesunden und bei einigen 
Hauterkrankungen. Habilitationsschrift, Tiibingen 1904. 
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rakterisierung gelang E. Schulze nicht. Nach Darmstadter 
und Lifschitz’) handelt es sich um Ceryl- und Carnaubyl- 
alkohol. In bezug auf die Saéuren machte bereits E. Schulze 
darauf aufmerksam, da8 das Wollfett neben Palmitin- und Stearin- 
siure noch kohlenstoffreichere Séuren enthalt, von denen er 
vermutet, daB es Cerotinsiure und Hyanasaure seien. Darm- 
staidter und Lifschiitz sind der Ansicht, daB das Wollfett 
iiberhaupt keine Palmitin- und Stearinséure enthalte. Auch 
sie fanden in kleineren Mengen Cerotinsiure, hauptsiichlich 
aber Carnaubasiure, ferner Myristinsiure und eine neue, von 
ihnen Lanopalminséure genannte Saéure der Formel C,,H,,0,. 
AuBerdem enthalte das Wollfett eine Dioxysiure von der For- 
mel C,,H,,O,, die ,Lanocerinsiure“ und zwei verschiedene, 
aus ihr entstehende Anhydride C,,H,.0,. Alle diese Korper 
bilden mehr oder weniger das Wollwachs, d. h. den festeren 
Anteil des Wollfetts, der sich durch Behandlung mit Alkohol, 
Aceton, Amylalkohol und andere von einem éligen Anteil des 
Wollfetts, der dessen Hauptmenge ausmacht, abtrennen laBt. 
Die Bestandteile des letzteren sind so gut wie unbekannt. 

Unsere Beobachtungen bestitigen diese Angaben insofern, als 
das Wollwachs aus Estern besteht, die als Alkohol Cholesterin 
enthalten und in einer je nach der Darstellung wechselnden 
Menge ein Gemisch von Alkoholen der Fettreihe und zwar 
Cerylalkohol neben anderen Alkoholen mit geringerem Kohlen- 
stoffgehalt. Das Vorhandensein eines Carnaubylalkohols halte ich 
nicht fiir nachgewiesen. Auch von der Existenz eines [so- 
cholesterins als einer einheitlichen Verbindung konnte ich mich 
nicht iiberzeugen. Die Fettsiuren sind nach meiner Meinung 
Cerotinsiure, Stearinsiure, Palmitinsiure in den mehr oder 
weniger festen Anteilen des Wollfetts. Die weicheren Anteile 
enthalten neben freiem Cholesterin ein bisher nicht naher unter- 
suchtes Alkoholgemisch von dligem Charakter und als Sauren 
anscheinend Stearinsiure, Palmitinsiure, eine optisch aktive 
Saure (,,Oxystearinsiure“?) und ,,Harzsiuren“. In dem Saure- 
gemisch, das aus den festeren Anteilen des Wollfettes erhalten 
wird, findet sich regelm&Big in kleiner Menge ein schwer lés- 


1) L. Darmstidter und J. Lifschitz, Beitrige zur Kenntnis 
der Zusammensetzung des Wollfettes. Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 28, 
3133, 1895; 29, 618, 1474, 2890, 1896; 31, 97, 1122, 1898. 
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licher, bei 103° schmelzender Anteil, der dem ,Anhydrid der 
Lanocerinséiure“ entspricht. Eine ,Lanocerinsiure* habe ich 
im Wollfett nicht gefunden. Ebenso wie den ,,Carnaubylalko- 
hol“ betrachte ich auch die ,Carnaubasaure“ als ein Gemisch, 
und zwar als ein Gemisch von Cerotinsiure mit kohlenstoff- 
airmeren Fettsiuren. Die ,Myristinsiure“ scheint mir eben- 
falls nur ein Gemisch niedriger schmelzender Sauren zu sein. 


I. Uber das Wollwachs, ,,das Lanocerin“. 


Das im Handel vorkommende Wollfett?) enthalt bekannt- 
lich neben den von der Haut des Schafes gebildeten Pro- 
dukten die Fettsiuren der zur Wollwische benutzten Seifen, 
die sich beim Ansiuern der Wollwaschwisser zusammen mit 
den aus der Schafwolle stammenden, in Wasser unldslichen 
Bestandteilen abscheiden. Diese Fettsiuren lassen sich an die 
Basen der Erdalkalien und Metalle binden. Extrahiert man 
dann mit einem geeigneten Lésungsmittel, z. B. Aceton, unter 
Erwarmen, so geht das ,reine Wollfett“ in Lésung*). Aus 
dieser Lésung scheidet sich beim Erkalten ein schwerer lés- 
licher Anteil ab, der eine salbenartige Beschaffenheit hat und 
infolge eines gewissen Gehaltes an harzigen Bestandteilen etwas 
zih und klebrig ist, der Hauptbestandteil des ,Lanolins*. Die 
Acetonlésung hinterlaBt nach dem Abdunsten des Acetons ein 
gelbliches Ol. 

Aus dem in Aceton schwerer léslichen Anteil des Lano- 
lins, aber auch aus dem noch sauren ,,Wollfett“ selbst lassen 
sich durch Behandlung mit entsprechenden Lésungsmitteln die 
éligen und harzigen Bestandteile vollkommen entfernen. Man 
erhalt dann farblose Produkte, die je nach der Anwendung der 
Lésungsmittel einen Schmelzpunkt von 60 bis 80° besitzen und 
etwa 80°/,C und 13°/, H enthalten. Es sind Ester, deren 
Verseifungszahl zwischen etwa 95 und 110 liegt. Bei der un- 
mittelbaren Darstellung aus dem Wollfett konnen den Estern 
Fettsiuren beigemengt sein. Nach dem Schmelzen auf dem 
Wasserbad und dem Wiedererkalten zeigen diese Produkte das 





1) Fiir die wiederholte Uberlassung entsprechender Versuchsmengen 
bin ich den vereinigten chemischen Werken A. G. in Martinikenfelde 
(Charlottenburg) zu Danke verpflichtet. 

*) Vgl. Patentschrift Kl. 23, 38444. 15. I. 1887. 
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Verhalten von hiarteren oder weicheren Wachsen. Ich_ be- 
zeichne sie als ,,Lanocerin“. 


Zur Darstellung des Lanocerins wurden in einer Reihe von 
Versuchen 200g Wollfett 4mal mit je 200g absolutem Methylalkohol 
unter Erwarmen auf dem Wasserbade extrahiert. Dann wurde unter 
Erwirmen in Ather gelést und mit der doppelten Menge Alkohol ge- 
fallt. Die ausgeschiedene weiBe, feste Masse wurde wiederholt aus 
Ather-Alkohol umgelést. 

Priparat I, Schmp. 79°, C 79,8, H 12,9, Verseifungszahl 104. 

100 g Benzol lésen 26,1 g Lanocerin, 100g Eisessig 0,06g, 100g 
Alkohol 0,043 g bei 23°, 

In Benzol [%)p —4,55°. 

Kin Teil wurde, nachdem es eine Zeitlang auf 100 bis 110° er- 
hitzt worden war, zuerst aus Benzol-Eisessig, dann aus heiBem Aceton 
umgelést. Hierbei blieb ein sehr schwer léslicher Anteil zuriick. Die 
von diesem befreite Masse: 

Schmp. 60° C 80,58°, H 13,159, 
80,51, 12,989), 

Ein anderer Teil wurde aus heiBem Aceton umgelést. Hierbei blieb 
eine geringe Menge aschehaltiger Substanz ungelést. Das aus der Aceton- 
lésung ausgeschiedene Produkt: 

Schmp. 60 bis 70°. C 80,67°/,. H 12,91°/,. Verseifungszahl 96,6. 

In anderen Versuchen wurden 100g Wollfett unter Erhitzen in 
200 g Aceton gelést und weitere 100g hinzugefiigt. Beim Stehen im 
Eisschrank schieden sich Massen aus, die abfiltriert und noch einmal 
aus heiBem Alkohol umgelést wurden. Sie wurden aus Atheralkohol 


fraktioniert. 
Praparat II. a) schwerer léslicher Anteil: 
Schmp. 70° unscharf. C 80,79). H 18,0°/,. 


Nach Behandeln mit Petrolither wird zweimal aus Essigither und 
noch einmal aus Aceton umkrystallisiert. 

In Chloroform gelést, auf Zusatz von konz, Schwefelsiure schwache 
Braunfarbung. 

Schmp. 71,5 bis 75°, Verseifungszahl 95, 

b) In Aceton leichter léslicher Anteil. 

Schmp. 53° (unscharf), Verseifungszahl 99,7. 

Das Gemisch von Alkoholen, das nach Verseifung dieser 
Ester erhalten wurde, zeigte Schmelzpunkte, die zwischen 55° 
und etwa 80° lagen, also viel niedriger als die des Cholesterins 
(146°). Das Verhalten bei der Reaktion mit Chloroform- 
Schwefelsiure, die Jodzahl und das Drehungsvermégen wiesen 
auf die Anwesenheit von Cholesterin hin; nach der Jodzahl be- 
trug aber seine Menge nur 10 bis 20°/, der im Lanocerin ent- 


haltenen Alkohole. 
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Praparat III. Schmp. 61 bis 66°, mit Chloroform und Schwefel- 
saure braun. Saéurezahl 14,4. Esterzahl 87,8. 

Alkohole: Schmp. 55 bis 56°, unscharf. [x p — 11,2.| Jodzahl 7,18. 
(10,6°/, Cholesterin) in Chloroform gelést, auf Zusatz von konz. Schwefel- 
sdiure violett, dann braun. 

Priparat IV in Aceton leichter léslich als III, gelblich bis braun- 
lich, etwas klebrig, zihe, aber noch brechbar. 

Schmp. unscharf bei etwa 60°. Saurezahl 23,1. Esterzahl 72,1. 

Alkohole: Schmp. 59 bis 61°, [«]p —7,3°, scheiden sich aus Methy]l- 
alkohol gallertig ab, mit Chloroform und konz. Schwefelsiure braun. 

Priparat III und IV werden vereinigt, in heiBem Alkohol gelést 
und mit methylalkoholischer Barytlésung versetzt, bis sie fiir Phenol- 
phthalein stark alkalisch reagieren. Die Lésung wird im HeiBwasser- 
trichter durch Faltenfilter filtriert. Aus dem Filtrat scheidet sich das 
Lanocerin in schneeweiBen Massen ab. Sie bilden Kugeln, die aus mikro- 
skopischen, feinen Nadeln zusammengesetzt sind. 

Priparat V. Nach dem Schmelzen schwach gelblich, hart und 
brechbar, neutral. 

Schmp. 64 bis 65°, unscharf. Verseifungszahl 94,4. 

C 80,269), H 13,59), 
80,5°/, 13,49/,. 

Alkohole: Schmp, 48 bis 50°, mit Chloroform-Schwefelsiure vor- 
iibergehend violett, dann braun. 

Praiparat VI. Der in heiBem Aceton sehr schwer lésliche Anteil 
des Wollfetts wird in Ather gelést und mit Knochenkohle erwirmt. Aus 
dem Ather scheidet sich beim Erkalten ein Niederschlag ab, der noch 
einmal aus heiBem Ather umgelést wird (mit wenig Kohle verunreinigt). 

Schmp. 65 bis 67°. Verseifungszahl 108,8. 

Zur Bestimmung der Alkohole wird die durch Kochen mit 
der alkoholischen Kalilauge erhaltene Lésung mit verdiinnter Salzsiure 
fiir blaues Lackmoidpapier angesdéuert. Dann werden aus der alkoho- 
lischen Lésung die Fettsiuren mit methylalkoholischer Barytlésung 
heiB gefallt. Die Barytseifen werden abfiltriert und mit Alkohol aus- 
gekocht, die alkoholischen Filtrate werden eingedampft, der Riickstand 
mit Ather aufgenommen; die atherische Lésung wird im Scheidetrichter 
mit Wasser gewaschen, der Atherriickstand gewogen. 

Dieses Lanocerin lieferte 47,1°/, Alkohol mit einer Jodzah] von 
12,9. Das Alkoholgemisch enthielt also etwa 19°), Cholesterin. 


Vergleicht man die bei diesen Versuchen erhaltenen Werte 
mit den Zahlen der folgenden Tabelle, so ergibt sich, daB das 
Lanocerin aus einem Gemenge der auf dieser Tabelle aufge- 
fiihrten Stoffe bestehen kann, dem bei der Darstellung aus 
»Wollfett“ wohl meist eine gewisse Menge freier Fettsiure 
beigemengt ist. Letztere driicken den Kohlenstoff- und Wasser- 
stofigehalt etwas herab und erhéhen die Verseifungszahl. 
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Tabelle L. 

. Schmelz- Verseif.- 

Ester Formel | Sovmet | c H pore 
Cholesterinpalmitat |C,,H,,0, 77—78 82,7 12,2 89,7 
Cholesterinstearat . |C,,H,,O, 85,5 82,8 123 | 85,9 
Cholesterincerotat . |C,,H,,O, — 83,3 12,6 71,9 
Cerylpalmitat . . . |C,,H,,0, 79,0 814 | 13,6 88,3 
Cerylstearat . . . . |C,,H,,.0, 59,8 815 | 13,6 84,6 
Ceryleerotinat . . .|CsoH,9,0, 50,2 82,2 13,7 70,1 
Cetylpalmitat . Cy9H,,0, 53,5 803 | 13,8 117,1 
Cetylstearat . . . . |C,,H,,O, — | 88 | 18,4 110,6 
Cetylcerotat .. . |C,.H,.0, -- | 81,4 13,6 88,3 





II. Die Séuren des Wollfetts. 


Wenn man das Wollfett durch Kochen. mit alkoholischer 
Kalilauge verseift, so erhalt man neben Seifen, die in Alkohol 
léslich sind, Seifen, die sich aus dem Alkohol in Form einer 
Gallerte ausscheiden. Die letztere enthalt in kolloidaler Lésung 
noch Alkohole, die eine ahnliche Léslichkeit wie die Seifen 
selbst haben und sich von ihnen auch durch wiederholtes Um- 
lésen aus heiBem Alkohol nicht trennen lassen. Diese Trennung 
muB aber auf das sorgfiltigste vorgenommen werden, wenn 
man nicht bei der spateren Zerlegung Produkte erhalten will, 
die den Anschein von Oxyséuren erwecken kénnen. Die Seifen 
wurden deshalb anfangs nach mehrmaligem Umlésen aus Al- 
kohol auf dem Wasserbade getrocknet, fein pulverisiert und 
sorgfaltig mit Ather oder Petrolither behandelt. In weiteren 
Versuchen wurden die extrahierten Kalisalze in heiBem Alkohol 
mit Salzsiure zerlegt und durch Fallen mit heiBer methyl- 
alkoholischer Barytlésung in die Barytsalze iibergefiihrt. Diese 
lassen sich leicht mit Alkohol oder Aceton auskochen. Da 
aber die Barytsalze beim Fallen unter Umstanden vielleicht 
doch noch hochmolekulare Alkohole und Harze mit nieder- 
reiBen, die sich durch Auskochen nicht vollkommen entfernen 
lassen, so wurden spiater die Barytsalze durch Erhitzen mit 
feuchtem Kaliumcarbonat und Alkohol noch einmal in die 
Kalisalze iibergefiihrt, diese mit Salzsiure zerlegt und aus 
heiBer alkoholischer Lésung noch einmal mit methylalkoholi- 
scher Barytlésung gefallt. Diese Umlegung in die Kalisalze 
empfiehlt sich auch, wenn man die freien hochmolekularen 
Saiuren aus Baryt- oder Bleisalzen gewinnen will. 
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Die aus den Kalisalzen erhaltenen Sauren wurden zu- 
erst durch Fraktionierung aus Petrolither, Athyl- 
aither, Essigather, Aceton und Alkohol sowie Benzol 
zu trennen versucht. Die hierbei erhaltenen Saéiuren und be- 
sonders die schwerst léslichen Fraktionen sind durch Unter- 
suchung der Asche stets sorgfaltig auf kleine Mengen von 
Seifen, die der Zerlegung entgehen und sich dann in den Fett- 
sduren lésen kénnen, zu priifen. Vor der Bestimmung des 
Schmelzpunktes sind die Saéuren eine Zeitlang auf kochendem 
Wasserbade in einem Schalchen zu erhitzen. 

Bei der Fraktionierung wurden folgende Produkte erhalten. 

Praparat I, aus Essigither fraktioniert. 

Fr. 1. Schmp. 91°. C 79,0%/,, H 13,4%,. 
Fr. 2. Schmp. 82°. C 79,8°%,, H 13,29). 

Praparat lI. Rohsdure trocken und fein pulverisiert, im Schiittel- 
apparat dreimal mit Petrolather geschiittelt. 

Fr. 1 in Petrolaither schwer léslich. Schmp. 93,5 bis 95°. C 78,2°,, 
H 12,8°,. Saurezahl 112. 

Fr. 2. In Petrolither léslich aus Aceton umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 68,5° scharf. 

Praparat III. Aus Benzol umkrystallisiert. 

Fr. 1 92 bis 95°. Fr. 2 76 bis 765°. Fr. 3 69 bis 70% Fr. 4 65 
bis 66°. 

Saure 76 bis 76,5° aschefrei. Saurezahl 129. 

C 79,99, H 12,8%,. 
79,6%/,, 12,7. 

Praiparat IV. Schmp. 70°. 14g lésen sich beim Erwirmen in 
156 ccm Benzol und 78 cem Aceton leicht und vollkommen klar. Beim 
Erkalten scheidet sich ab 

Fr. 1 ca. 8g, Schmp. 71,5° scharf, enthalt aber trotzdem noch 
1,5°/, Asche. C 79,1°/,, H 13,0°/,. In Ather gelést, filtriert 

a) Schmp. 73,5 bis 75°, weiBe, harte Warzen; 

b) Schmp. 69 bis 70°. Saurezahl 135. 

Fr. 2 ca. 6 g. Schmp. 68 bis 69°, in Ather geldst, filtriert. 

a) Schmp. 70 bis 70,5°, weiBe Warzen, C 79,4°/,, H 13,0°),. 

Fr. 3 aus Ather-Aceton, Schmp. 64,5°. 

Nach diesen Beobachtungen schien das Siuregemenge, das 
aus den schwerléslichen Kalisalzen des Lanocerins bzw. des 
Wollfetts gewonnen wurde, ein Gemenge zu sein, das haupt- 
sichlich aus Cerotinsiure besteht, dem einerseits eine noch 
héher schmelzende Substanz, andererseits noch niedriger 


schmelzende Saéuren beigemengt waren (vgl. Tab. II). In Fr. 1 
von Praparat II fallt auf, daB die Werte fiir den Kohlen- 
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und Wasserstoff verhaltnismaBig niedrig sind trotz hohem 
Schmelzpunkt und niedriger Saurezahl. 























Tabelle II. 
| | | - 
Saure Formel | a ‘Schmp.. oi 8 —— 

Palmitinsiure . . . | C,sH,,.0,| 256 | 62,6°| 75,00 | 125 | 2182 
Stearinsaure . C,,H,,.0, | 284 | 69,3° | 76,00 | 12,7 197,2 
Arachinsiure CyoH oO, | 312 | 77,0° | 76,9 | 12,8 | 179,5 
Behensiure .. . C..H,,0, | 340 | 84,0° | 77,6 12,9 | 164,5 
Lignocerinsaure C,,H,,0, | 368 | 80,5° | 78,3 13,0 152,1 
Carnaubasdure. . . — | — | 725°) — _ ee 
Pisangycerylsiure . — |} — | 71,0°; — ~ — 
Cerotinsiure. . . . | C..H,.0,| 396 | 78,5° | 78,8 13,1 141,4 

° . . « « | CyHy0,| 410 | 78,0°| 79,0 | 13,2 | 1365 
Melissinsiure . . . | CyoHyO.| 452 | 90,09 | 79,6 | 132 | 123.9 

" . « « | Cy, H0,| 466 | 885°| 798 | 133 | 1202 
Oleiure...... C,5H,0,| 282 | — | 766 | 12,1 198,6 





Die Trennung der niedriger schmelzenden Siauren 
von der Cerotinsaure wurde zunachst mit Hilfe der Methy]l- 


ester versucht. 

Die Uberfiihrung in die Methylester geschah durch Kochen 
der sorgfaltig gereinigten Kalisalze mit Dimethylsulfat in 
methylalkoholischer Lésung. Die Methylester wurden aus Ather 
fraktioniert und die niedriger schmelzenden Anteile durch De- 
stillation im Vakuum zu trennen versucht. 


Versuch vom 23. XII. 1905. 

33 g Lanocerin verschiedener Darstellungen werden mit 25 g Kali- 
lauge und 1200 ccm Alkohol 4 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. 
Dann wird mit Salzsiure fiir Curcuma neutralisiert. Der gallertige 
Niederschlag wird iiber Leinwand abgelaugt, etwas mit Alkohol ge- 
waschen, mit Ather ausgekocht, getrocknet, pulverisiert und im Soxhlet 
mit trockenem Ather extrahiert. Dann wird zur Entfernung des Kalium- 
chlorids zweimal aus heiBem Alkohol umkrystallisiert, wobei durch 
Faltenfilter im HeiBwassertrichter filtriert wird. Das getrocknete Kali- 
salz enthalt 8,75°/, Kalium. 8 bis 9g des Kalisalzes werden mit 
10 ccm Dimethylsulfat und 550 ccm absolutem Methylalkohol 5 Stunden 
am RiickfluBkiihler gekocht. Die Methylester, die sich nach dem Ab- 
kiihlen ausgeschieden haben, werden abgesaugt, mit Methylalkohol ge- 
waschen und aus Ather fraktioniert. 

Fr. 1. Dreimal aus Ather umkrystallisiert. 

Schmp. 84 bis 85°. C 78,1°%/,, H 12,8°/,. Verseifunzszahl 115. 

Die aus der Seife erhaltene Siure: Schmp. 97 bis 98°. C 78,4°/,, 
H 23,0). 

Fr. 2. Schmp. 67°, nach nochmaligem Behandeln mit Ather 75° 
unscharf. 
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Fr. 3. Schmp. 65° unscharf. Verseifungszahl 135. 

Bei der Destillation im Vakuum der Wasserstrahlpumpe beginnt 
die Destillation erst bei etwa 276°. 

Destillat: Schmp. 56 bis 57° ziemlich scharf. C 79,0°/,, H 13,2°/o. 


Versuch vom 17. I. 1906. 

22 g Lanocerin, reinere Priaparate verschiedener Darstellung, ebenso 
verarbeitet. 

8,9 g der Methylester werden im Vakuum bei einem Druck von 
27mm Hg destilliert. Das Thermometer steigt auf 296°, bleibt eine 
Zeitlang konstant, steigt dann schnell auf 340°. Bis dahin ist etwa 1 g 
destilliert. 

Destillat: Schmp. 56 bis 57°, unscharf; C 79,0°%,, H 13,2°)). 

Das Destillat wird mit dem des vorhergehenden Versuches ver- 
einigt. Verseifungszahl 125. Die Seife wird mit Alkohol und Ather 
gewaschen. Das Kalisalz wird mit Salzséure zerlegt. Die Saure scheidet 
sich aus Ather in weiBen, kérnig krystallinischen Massen ab. Schmelz- 
punkt 77° C 79,9°%,, H 13,059). 

Saiuregemisch aus Lanocerin, Schmp. 94° Séurezah] 113, 
ins Kalisalz iibergefiihrt. Das Kalisalz wird auf dem Wasserbade vdllig 
getrocknet, pulverisiert und mit Ather gewaschen. Der Ather hinterlaBt 
keinen Riickstand. 

2g werden mit 4 ccm Dimethylsulfat in 150 com Methylalkohol 
gekocht. Nach dem Erkalten wird das Produkt abgesaugt, mit Methy]- 
alkohol gewaschen, aus Essigither umkrystallisiert, mit etwas Essigather 
und Ather gewaschen. 

Eine Methylester-Fr. 1 schmilzt unscharf zwischen 81,5 und 885°, 
Fr. 2 bei 73 bis 74°. Beide Fraktionen werden verseift, das Kalisalz 
wird in heiBem Alkohol mit verdiinnter Salzséure vorsichtig zerlegt. 

Die Séure der Fr. 1 krystallisiert aus Eisessig in Biischeln, aus 
Eisessig-Benzol in diinnen Plittchen; nach dem Waschen mit Ather 
Schmp. 95 bis 99°. Saure der Fr. 2 krystallisiert aus Eisessig- Benzol nicht 
einheitlich. Schmp. nach dem Waschen mit Ather 88 bis 91°. 

Das aus dem Kalisalz erhaltene Saiureggmisch wird aus Benzol 
fraktioniert. Die nach zweimaligem Umkrystallisieren aus Benzol er- 
haltene Saure schmilzt bei 99 bis 102°; sie ist in Petrolather auch beim 
Kochen unléslich, lést sich beim Kochen in Aceton. Das aus Aceton 
Ausgeschiedene wird aus wenig Eisessig krystallinisch erhalten und zeigt 
den Schmp. 103°. Aus Amylalkohol krystallisiert die Saéure in feinen 
gebogenen, sternformig angeordneten Nadeln. 

In dem aus dem Lanocerin erhaltenen Sauregemenge 
waren nach diesen Versuchen wesentliche Mengen von Palmitin- 
und Stearinsaiure nicht enthalten, wenn auch die Anwesenheit 
der letzteren nicht auszuschlieBen ist. Die Hauptmenge schien 
auch hier Cerotinsiure zu sein. Es wurden Destillate des 


Methylesters erhalten, deren Elementaranalyse, Schmelzpunkt 
20* 
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und Verseifungszahl fiir Methylcerotinat ziemlich gut stimmten, 
und auch eine Séure aus ihnen, deren Schmelzpunkt und 
Elementaranalyse fiir Cerotinsiure spricht. 

Die Fraktionierung der Methylester und die aus den hoher 
schmelzenden Fraktionen derselben gewonnenen Sauren zeigten 
ferner, daB noch eine Substanz vom Schmelzpunkt von etwa 
103° vorhanden war, die krystallinisch zu gewinnen ist, eine 
geringere Aciditét sowie einen geringeren Kohlenstoffgehalt als 


Cerotinsaure hat. 
Tabelle III. 























Mol.- | |_Ver- | Siede- 

Methylester Formel omy Schmp, C | H = punk okt 

Palmitinsiuremethyl .|C,,H,,0,' 270 | 28 | 75,6 | 12, 6| 206,7 '196°,, 

Stearinsauremethyl . .|C,,H,,0,| 298 | 38 | 76,5/12,7  187,8 | 214°,, 
Cerotinsiuremethyl . . | C,,H,,0,, 410 | 60 |79.0| 13,2/ 1365 | — 
> . . | CogHyg%| 414} — | 79,2/ 18,2! 1821) — 
Melissinsiuremethyl . | C,,H,,0,| 466) 74,5 | 79,8 /13,3| 120,2 — 


In anderen Versuchen wurden zur Trennung die Athy1- 
ester benutzt. Die sorgfaltig gereinigten trockenen Kalisalze 
wurden mit absolutem Athylalkohol iibergossen und unter Ein- 
leiten von Salzsiure verestert. Die Lésung wurde im kochen- 
den Wasserbade erhitzt, filtriert, nach dem Erkalten abgesaugt, 
mit Alkohol gewaschen, in Ather, wenn nétig unter Erwirmen 
gelost und mit Kaliumcarbonat vollkommen entsiuert. Aus 
der iitherischen Lésung lassen sich zuweilen Seifen durch Schiit- 
teln mit Wasser entfernen. Die Ester wurden aus Ather um- 
krystallisiert. 

Versuch 1. 

5 g Kalisalze aus Lanocerin. 

Athylester Fr. 1. Schmp. 77°. Verseifungszahl 115. 

Athylester Fr. 2. Schmp.77,5°. Im Vakuum der Wp. geht beim 
Erhitzen bis 270° nichts iiber; im absoluten Vakuum geht gegen 250° 
(innen) alles iiber. Schmp. des Destillats 51 bis 52°. Verseifungszahl 
132,6°. Die Seife wird mit Ather behandelt, geringer Atherriickstand. 


Versuch 2. 


10 g Kalisalze aus Lanocerin. 

A. Athylester in kaltem Ather schwer léslich. 

Fr. 1. Schmp. 78,5 bis 81°. Fr. 2. Schmp. 56 bis 62°. 

B. In kaltem Ather leicht léslich. 

Fr. 3. Schmp. 50 bis 58,5°. Fr. 4. Schmp. 29 bis 34,5°. 

Fr. 2 und 3 werden im Vakuum der Wp. destilliert. Ein Teil geht 
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bei 235 bis 265° tiber. Dann sinkt das Thermometer voriibergehend 
und steigt dann wieder auf 285°, wo von neuem etwas iibergeht. 

Der Destillationsriickstand wird im absoluten Vakuum destilliert. 
Er siedet ruhig bei 212 bis 222°, bei 240° wird die Destillation ab- 
gebrochen. Das Destillat schmilzt bei 51 bis 53°. 


Versuch 3. 

Hochmolekulare Athylester verschiedener Darstellung vereinigt. 

Im Vakuum der Wp. geht beim Erhitzen bis 290° nichts iiber. 

Destillation im absoluten Vakuum. 

Teil 1. Vakuum fast 4/,5 99) mm. 

auBen innen 
Bei .. 210° 175° destilliert nur wenig. 
Bei .. 234° 203° siedet konstant. Es wird fast die Halfte 
abdestilliert. Destillat etwas briunlich 
(durch tibergerissene Menge verunreinigt ?). 
Schmp. 53,5 bis 57°. 

Teil Il. Destillation im Vakuum bei 1/,,. bis 4/,5, mm. 

Es destilliert bis: auBen 230 bis 237°, innen 199° sehr wenig. 

Bei einer Temperatur: auBen 240 bis 250°, innen 204 bis 215° er- 
folgt die Destillation, sie wird aber nach einiger Zeit abgebrochen. 

A. Die vereinigten Destillate werden dreimal aus absolutem Al- 
koho] umgelést und aus Benzol fraktioniert. 

Athylester Fr. 1 in Benzol ziemlich leicht léslich. Schmp. 57,5 
bis 61°. Verseifungszahl 124. Die nach der Verseifung aus dem Kali- 
salze erhaltene Saiure wird aus Ather fraktioniert krystallisiert. 

Siure Fr. a, Schmp. 75,5°, wird aus Eisessig, dann noch einmal 
aus Ather umkrystallisiert und mit Ather gewaschen. Schmp. 73,5 bis 
80°. Fr. b Schmp. 72 bis 73°. Mutterlauge Schmp. 60 bis 61°. 

Fr. 2 gering, Schmp. 51 bis 53°. 

Fr. 3 wird mit Kalilauge verseift. Die Seife wird mit Salzsaure 
zerlegt, die Saéure ins Barytsalz iibergefiihrt. Hierbei ergab sich, daB 
neben der Séure keine wesentliche Menge in Ather-Alkohol léslicher 
Substanzen vorhanden war, die Ester also im wesentlichen unzersetzt 
destillierten. 

B. Der Destillationsriickstand wird in siedendem Benzol geliést. 

a) In kaltem Benzo] unloslich. 

a) Noch zweimal aus Benzol umgelést und eine Zeitlang im Trocken- 
schrank auf 120° erhitzt. Am folgenden Tage Schmp. 74 bis 75°. 

f) Filtrat eingeengt und mit Ather behandelt, graubraunes Pulver, 
Schmp. 85°. Verseifungszah] 119. Aus dem Kalisalz die Saure, die aus 
heiBem Alkohol umgelést und aus Ather fraktioniert wird. 

Fr. 1. Saure, kleine, harte Krystalle, Schmp. 103°. 

Fir C,,H;,0, ber.: C 76,2°/,, H 12,7°/, 

» OH y»9, » C76,9°/,, H 12,8°%,; Verseifungszah] 119.6. 
gef.: C 76,40°/,, H 13,73°),; - 119. 
C 76,36°),, H 13,459). 
Fr. 2. Séure Schmp. 80°. Mutterlauge Schmp. 68 bis 78°. 
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b) In kaltem Benzo! leicht léslich, Riickstand aus Alkohol ungelist. 


1. Aus dem Alkohol scheidet sich aus: 

a) In Ather schwer léslicher Ester. 

1. Schmp. 67,5 bis 68,5. 2. Schmp. 63 bis 65°. Verseifungszahl 120. 

Daraus Saure «x) Schmp. 85,5 bis 87°, 88) 77 bis 80°. 

P) In Ather leicht lésliche Ester aus absolutem Alkohol. 

Schmp. 56,5 bis 58,5°. Verseifungszahl 123. 

Daraus Siure xx) Schmp. 78,5°, 88) 71,5°. 

2. Im Alkohol bleibt gelést eine geringe Menge Ester vom Schmp. 47 
bis 49°. Die aus ihm gewonnene Saure ist in Ather leicht ldslich, 
Schmp. 61,5 bis 62°. Aciditét 151. Aus Aceton umkrystallisiert Schmelz- 
punkt 66 bis 67°. 

Von den in obigem Versuche erhaltenen Saiuren werden die 

1. Siuren vom Schmp. 75° und hoher in Ather am RiickfluB- 
kiihler gelést und von einer kleinen Menge Ungeléstem abfiltriert. 

a) Aus dem Ather scheiden sich ab sehr kleine, diskrete Kérnchen 
vom Schmp. 80 bis 81° (ziemlich scharf). 

b) Der Riickstand der itherischen Lésung wird noch einmal aus 
Ather umkrystallisiert. Schmp. 77,5 bis 78,5°. 

c) Mutterlauge Schmp. 75 bis 75,5°. 

2. Siuren vom Schmp. unterhalb 68°, aus Aceton krystallisiert. 

a) In Aceton schwerer léslich. Fr. 1: Schmp. 70,5 bis 71°. Fr. 2: 
Kleine Menge, Schmp. 60 bis 61°. 

b) In Aceton leicht léslich. Fr. 1: Schmp. 68 bis 69°, nach noch- 
maligem Umkrystallisieren 69,5 bis 70,5°. Fr. 2: Schmp. 60 bis 61,5" 
Fr. 3: Schmp. 54°. 

Auch bei diesen Versuchen zeigte sich, daB sich unter den 
Sauren, die in den Estern des Wollwachses enthalten sind, eine 
Substanz von einem iiber 100° liegenden Schmelzpunkt (etwa 
103°) findet. Weiter lieB sich auch das Verhalten der Athyl- 
ester mit der Annahme vereinen, da die Saure des hoch- 
schmelzenden Anteils des Wollwachses wesentlich Cerotinsiure 
ist. Ihr Athylester siedete selbst im absoluten Vakuum erst 
bei sehr hohen Temperaturen. Gewisse Fraktionen der hierbei 
erhaltenen Destillate zeigten in Schmelzpunkt und Verseifungs- 
zahl gute Ubereinstimmung mit Cerotinséureathylat, ebenso wie 
auch die Eigenschaften der aus ihm erhaltenen Saure auf Cerotin- 
sdure hinwiesen. Der Cerotinsaéure waren aber anscheinend auch 
hier wechselnde Mengen niedrigerer Fettséuren beigemengt. Bei 
der Untersuchung der einen Praparate gingen auch hier im 
Vakuum bei entsprechenden Temperaturen keine Ester iiber, 
die auf die Ester niedriger Fettsiuren bezogen werden konnten; 
bei der Untersuchung anderer Priparate waren derartige Ester 
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vorhanden. Und auch da, wo zunichst keine Ester iiberdestil- 
lierten, schienen doch bei nachtraglicher Untersuchung der Cerotin- 
sdureester auch niedrigere Fettsiuren anwesend zu sein, wenig- 
stens sprechen hierfiir die niedrigeren Schmelzpunkte und auch 
héhere Aciditatszahlen. Auch hier weisen die Schmelzpunkte 
auf die Beimengung einer Substanz, die hoher als Cerotinsiure 


schmolz, hin. 
Tabelle IV. 

















N w va 
Athylester Forme! | Mol. 2 ( H £3 Siedepunkt 
‘ gew. a a4 oN 
D he eS 
Palmitinsduredthy] . | C,,H,,0, 284 24° (26)| 76,0 | 12,7| 197,2 |184—185,5°,, 122, 
Stearinsiuredthyi . . |C,,H,,0, 312 33,5%35)| 76,9 | 12,8 | 179,5 |199—201,0°,, 139, 
Arachinsaureaithyl .|C,,H,,O, 340| 49,5° | 77,6) 12,9 284—286° 44 
Lignocerinsiureithy! |C,,H;.0. 396 | 55,0° | 78,8/13,1; — |305—3109,, 
Carnaubasiureathy! . 50,09 |; —}—| — 
Cerotinséureithyl . .|C,,H,,0O, 438 59—60°| 79,4 13,2) 127,8 





ra) 


] 

Melissinsiureithyl .|C,.H,,0,| 480) 73,0° | 80,3 | 13,3) 1 
In den folgenden Versuchen wurde das gesamte Wollfett 
ohne weiteres, nicht erst das aus ihm gewonnene Lanocerin 


verseift. 

Versuch vom 13. 1. 12. 250 g Wollfett werden mit 21 Alkohol 
und 150 g Kalihydrat 2 Stunden auf dem Sandbade am RiickfluBkiihler 
gedreht. Die Seifen, die sich beim Abkiihlen ausscheiden, werden ab- 
gesaugt und noch 2mal aus je 500 ccm heiBem Alkohol umgelést. 

I. Die Kaliseifen, die sich beim Erkalten ausscheiden, werden ohne 
zu erwirmen mit Ather geschiittelt, getrocknet und noch einmal mit 
Ather unter Verreibung extrahiert. Dann wird in die Athylester iiber- 
gefiihrt. 

A. Beim Lésen der Ester in Ather bleibt ein Teil unléslich. Aus 
heiBem Ather umkrystallisiert, bildet dieser Nadelchen vom Schmelz- 
punkt 108°. 

Aus dem heiBen Ather scheidet sich ein Anteil aus, der verseift 
wird. Die hierbei erhaltenen Sauren schmelzen bei 94°. Sie werden 
noch einmal in das Barytsalz iibergefiihrt und dieses mit Alkoho! aus- 
gekocht. Aus dem gereinigten Barytsalz: 

Saure-Schmp. 81°. Saurezahl 122. 

C 80,45 H 12,89 
80,35 12,98. 

B. Saure, in hei8em Ather léslich; in das Barytsalz, dies im Soxhlet 
mit Ather behandelt, dann mit Aceton ausgekocht. 

Saure-Schmp. 69 bis 69,5°. Siurezahl 140—147. 

C 79,57, H 12,539), 
78,949), 12,85°/, 
79,40°/, 12,70°/,. 
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Dieselbe Saure verestert. Ester zweimal aus Alkohol umkrystallisiert. 

Ester: Fr. 1, Schmp. 51,5 bis 52°. Verseifungszahl 129. 

Daraus Saure, Schmp. 70,5 bis 71°, die im Vakuum der Wp. beim 
Erhitzen bis 290° nicht destilliert. 

Fr. 2, Schmp. 46°. Fr. 3 dlig. 

II. In Alkohol lésliche Kaliseifen. 

Die alkoholische Lésung wird unter Anwendung von rotem Lack- 
moid mit ®/,-Schwefelséure titriert und mit der berechneten Menge Baryt 
gefallt. Die Barytseifen werden mit Alkohol ausgekocht, in die Kali- 
salze iibergefiihrt, dann noch einmal in die Barytsalze, die noch einmal 
mit Alkohol ausgekocht und wieder in die Kalisalze iibergefiihrt werden. 
Diese werden mit Salzsiure zerlegt: die Siuren werden in Ather gelést, 
mit Wasser gewaschen und im Vakuum der Wp. destilliert. 

Fr. 1, Sdp. 195°, farbloses O]. Saurezahl 182 bis 183. Jodzah! 46,1. 

Fr. 2, Sdp. bis 225°. Séurezah] 133 (?!). Jodzahl 65,2. 

Beide Fraktionen werden vereinigt in Alkohol gelést, mit Kalilauge 
neutralisiert und mit Petrolither ausgeschiittelt, dann mit Bleiacetat 
gefallt. 

Bleisalz, in Ather léslich, mit Salzsiure zerlegt, mit Wasser 
gewaschen, im Leuchtgasstrom getrocknet. 

Saurezah] 186. Jodzahl 57,6. 

Bleisalze, in Ather unléslich. Séuren destillieren bei 165 
bis 180°. 

Destillat mit Kalilauge neutralisiert, mit Petrolither geschiittelt ; 
daraus die Sauren: 

Saure, Schmp. 46 bis 46,5°. Saurezah] 167 (!). In Essigither 
ziemlich leicht léslich. Beim Einengen krystallisieren verfilzte Nadeln 
vom Schmp. 87,5 bis 89°. 

Ill. Das Filtrat der Barytseifen enthalt Siuren vom Charakter der 
Harzsauren. 

Auch hier schmolz die am schwersten lésliche Fraktion A 


bei 105°. Die Aciditét war eine geringe. Die Analysenwerte 
gaben aber sowohl hier wie in der Fraktion B, die wesentlich 
Cerotinsiure zu enthalten schien, nicht die zu erwartenden 
Zahlen, was, wie ich vermute, darauf zuriickzufiihren ist, daB 
bei der Verseifung des Gesamtwollfettes sich den schwer 
léslichen Seifen harzige Bestandteile beimengen, die sich auch 
bei den folgenden Operationen nicht leicht entfernen lassen. 

Die in Alkohol léslichen Kaliseifen enthielten anscheinend 
Olsiure, Stearinséure und Palmitinsiure, die zum Teil von der 
Wollwiasche herriihren. Unter den Sauren, deren Bleisalze in 
Ather unldslich sind, schien sich eine Saure zu finden, deren 
Aciditét geringer und deren Siedepunkt hdher als der der 
Palmitinsiure war. Diese Tatsache wurde in den folgenden 
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mit noch gréBeren Mengen Wollfett durchgefiihrten Versuchen 
bestatigt. 
Versuch vom 8. IL. 1913. 

500 g Wollfett werden mit 2500 ccm Alkohol und 300 g Kalihydrat, 
die in 350 cem Wasser gelést sind, 3 bis 4 Stunden am RiickfluBkiihler 
gekocht. Die Lésung wird zur Neutralisation der nicht verbrauchten 
Kalilauge mit etwa 500 cem konz. Salzsiure versetzt. 

I. Die Kaliseifen, die sich beim Erkalten ausscheiden, 
werden abgenutscht und mit Alkohol gewaschen. Hierauf werden sie 
mit Salzsiure unter Erwirmen zerlegt, in Athylalkohol unter Erhitzen 
gelést und durch Fallen mit methylalkoholischer Barytlésung in die 
Barytseifen iibergefiihrt. Diese werden mit Aceton ausgekocht, abge- 
nutscht und dies noch zweimal wiederholt. Dann werden die Baryt- 
seifen mit Alkohol iibergossen und unter Erhitzen mit feuchtem Kalium- 
carbonat in die Kaliseifen umgelegt. Die Kaliseifen, die sich beim Er- 
kalten ausscheiden, werden mit Alkohol gewaschen und mit Salzsiure 
zerlegt. Von den Sauren ist ein Teil in kaltem Alkoholather léslich, ein 
anderer Teil beim Kochen in Ather, ein Teil in Ather unléslich bzw. 
schwer ldslich. 

A. Sauren, in heiBem Ather unléslich. 

Die Saéuren werden in kochendem Eisessig gelést. Beim Erkalten 
scheidet sich die Hauptmenge wieder ab, die zuerst mit Eisessig, dann 
mit Ather gewaschen wird. Das Filtrat enthalt nur geringe Mengen 
zum Teil harziger Massen. 

Saure, graues Pulver. Schmp. 104° unscharf; wird mit absolutem 
Alkohol und gasférmiger Salzsiure auf dem Wasserbade behandelt. 

Ester (?). Schmp. 83,5°. C 79,79), H 12,3°%, 

79,2), 12,3°/,. 

Lést sich beim Kochen mit alkoholischer Kalilauge nur sehr all- 
mahlich bis auf Spuren auf (Verseifungszahl 117). Die aus dem Kalisalz 
erhaltene Saéure wird mit rauchender Salzsiure behandelt und mit 
Wasser gewaschen. Aus Alkoholither gallertig. 

Schmp, 82,5 bis 83. Séurezahl 114. 

B. Sauren, in heiBem Ather léslich, aus Ather fraktioniert. 

a) Aus heiBem Ather beim Erkalten ausgeschieden, mit kaltem 
Ather gewaschen, aus viel heiBem Ather umkrystallisiert; 5 g weiBe, 
kérnig krystallinische Massen. 

Schmp. 84,5 bis 85°. C 79,269, H 12,58°/, 

78,89°/, 12,73°/,. 

Davon 2 g mit absolutem Athylalkohol verestert. 

aa) Ester, in Ather unléslich. Schmp. 81,5 bis 82° Mit A ver- 
einigt. 

£8) In Ather ziemlich leicht und vollkommen léslich. Die aus dem 
Ester erhaltene Siéure scheidet sich beim langsamen Verdunsten des 
Athers teils drusig-krystallinisch, teils feinflockig-kolloidal aus. Zweimal 
aus Essigaéther umkrystallisiert. 
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Schmp. 80°. Saurezahl 139. Im Vakuum der Wp., erhitzt bis 250°, 
destilliert nichts. 

Aus den beim Umkrystallisieren von a erhaltenen Atherlésungen 
hinterbleiben beim langsamen Verdunsten k6rnig-krystallinische Massen 
vom Schmp. 76,5 bis 77°. 

f) Die nach der Abscheidung von a in Lésung gebliebenen Siuren 
werden in Methylalkohol gelést und durch Fillen mit methylalkoholischer 
Barytlésung in die Barytseifen iibergefiihrt. Diese werden zur Entfer- 
nung von ,,Unverseifbarem“ mit Ather behandelt und in die Kalisalze 
(s. 0.) tibergefiihrt. Die Kalisalze werden mit Athylalkohol und Salz- 
saure verestert. 

Die Ester werden im Vakuum der Wp. bei 280° (auBen) erhitzt. 
Hierbei gehen nur geringe Mengen eines Destillates iiber, das bei Zimmer- 
temperatur fliissig bleibt. Destillationsriickstand : 

1. In viel kochendem Athylalkoho! ungelést, mit alkoholischer Kali- 
lauge verseifbar. 

Saiure, zweimal aus KEssigither umkrystallisiert. Schmp. 72 bis 
72,5°. Mutterlauge 69,5 bis 70°. 

2. In kochendem Alkohol léslich, aus Aceton krystallinisch. 

Ester (Hauptmenge). Schmp. 54,5 bis 55° glatt. Mutterlauge 
Schmp. 48. 

Siure aus Essigither. Schmp. 70,5° scharf. Siaurezahl 134. 

C 79,449), H 12,659, 
79,079), 12,86°/,. 

C. Sauren, in kaltem Alkoholather léslich. 

Aus der sirupésen Masse scheidet sich ein festerer Anteil ab, der 
auf dem Filter nach dem Abtropfen des Sirups mit wenig Alkohol ge- 
waschen wird. Er wird in Athylalkohol gelést und mit methylalkoholi- 
scher Barytlésung gefallt. Die Barytseifen werden unter Absaugen iiber 
Leinwand dreimal mit Alkohol ausgekocht, wobei sich im Alkohol nur 
sehr wenig lost. Die Barytseifen werden in die Kaliseifen umgelegt und 
diese mit Athylalkohol unter Einleiten von Salzsiure verestert. 

a) Die Ester werden im Vakuum der Wp. destilliert, auBen bis 
290°, innen bis etwa 285°. 

Destillat farblos. Schmp. 38 bis 39° Verseifungszahl] 152. 

Saure aus Ester. Schmp. 66,5 bis 68°. Aciditaét 147,9. 

b) Der in a erhaltene Riickstand wird in absolutem Vakuum de- 
stilliert. Ein Teil vollkommen abdestilliert; auBen 215 bis 250°, innen 
155 bis 175°. 

Destillat farblos. Schmp. 45,5 bis 46°. Verseifungszahl 122. 

Saure aus Ester. Schmp. 67,8 bis 68,5°. 

Ein anderer Teil nur etwa zur Halfte abdestilliert. Destillat mehr- 
mals aus absolutem Alkohol umkrystallisiert, feine gerade Nadeln, an- 
scheinend einheitlich. 

Schmp. 49,5 bis 50°. Verseifungszah] 136.5. 

C 79,6, H 13,7°/, 
78,89), 13,6°/,. 
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Destillationsriickstand aus Alkohol. Schmp. ganz unscharf 55,5 
bis 59°. Mutterlauge 49,5 ziemlich schnell. 

Il. Die in Alkohol léslichen Kaliseifen. Aus den eingeengten 
alkoholischen Filtraten scheidet sich beim Kochen ein Niederschlag ab 

A. Der Niederschlag, also die schwer lésliche Fraktion, wird ab- 
gesaugt, mit Alkohol gewaschen und in die Barytseifen iibergefiihrt 
Diese werden mit Alkohol ausgekocht, wieder in die Kaliseifen iiber 
gefiihrt. Die alkoholische Lésung wird eingeengt und mit Salzsiure zer- 
legt. Die Siuren werden in Alkohol gelést und Kalilauge bis zur Briu- 
nung von Kurkumapapier zugegeben. Dann wird mit Wasser verdiinnt 
und mit basischem Bleiacetat gefallt. Die Fallung wird iiber Leinwand 
abgesaugt, mit Wasser und Alkohol gewaschen und in Ather suspendiert. 
Der Ather enthalt neben etwas harzigen Massen keine in Ather léslichen 
Bleiseifen. 

Die in Ather unldslichen Bleiseifen werden durch Erhitzen mit 
Alkohol und Kaliumcarbonat in die Kaliseifen iibergefiihrt, diese werden 
mit Salzséure zerlegt und verestert. Die Athylester werden in Ather 
gelost, mit K,CO, entsiuert und zur vollkommenen Entfernung etwaiger 
Seifen mit Wasser geschiittelt. 

Die Ester werden im Vakuum der Wp. destilliert, bis 285° (auBen) 

a) Das Destillat wird noch einmal aus dem Vakuum fraktioniert. 

Fr. 1, auBen 242 bis 246°, innen 190 bis 195°. 

Fr. 2, auBen 246 bis 260°, innen 195 bis 220°. 

Verseifungszah] 185,9. Die aus der Seife erhaltene Sure ist in 
Aceton ziemlich leicht léslich, sie schmilzt bei 42,5°, wird aber erst bei 
iiber 50° vollkommen klar. 

Fr. 3, auBen 260 bis 268°, innen 220 bis 240°. 

Verseifungszah] 178,5. Die Saéure wird aus Alkohol umkrystallisiert 
a) Schmp. 56 bis 57°, 8) 47 bis 50°. 

Die Fettsiuren werden vereinigt, noch einmal in das Barytsalz 
iibergefiihrt. Die Seife wird ausgekocht und mit Ather behandelt. Hier- 
bei wird aber nichts mehr aufgenommen. Die iiber dem Kalisalz ge- 
wonnene Siure schmilzt bei 45°, wird aber erst bei 59° klar. Saure- 
zahl 202. 

C 74,93°, H 12,91, 
74,849), 12,70°%/,. 

Der bei der fraktionierten Destillation bleibende Kolbenriickstand 
wird verseift. Siure aus Aceton in Drusen. Schmp. 54,5°. Saurezah| 
163,5 (!), noch einmal aus Aceton umkrystallisiert. Schmp. 59,5 bis 60°. 

b) Der Destillationsriickstand wird verseift, die Siure ins 
Barytsalz, dieses mit Alkohol ausgekocht, ins Kalisalz, mit Salzsiure 
zerlegt. Siiure schwarzbraun, in Ather gelést, mit viel Kohle behandelt. 
Atherriickstand krystallisiert aus Aceton in gréBeren, harten Drusen; 
noch einmal aus Aceton umkrystallisiert. 

Fr. 1, Schmp. 66,5 bis 77,5°. Fr. 2, Schmp. 60°. Fr. 3, aus Aceton 
noch klebrig. 

B. In Alkohol leicht lésliche Fraktion der Kaliseifen. Eine Probe 
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der alkoholischen Lésung wird unter Anwendung von rotem Lackmoid- 
papier mit Salzsiure titriert und mit der auf Grund dieser Titrierung 
berechneten Menge Schwefelsiure zersetzt. Aus der alkoholischen Lésung 
werden die Séuren durch Baryt gefallt, wobei ein Uberschu8 von Alkali 
durch Essigséure neutralisiert wird. 

Der Barytniederschlag wird mit Alkohol ausgekocht. Aus diesem 
werden tiber dem Kalisalz die Saéuren in Freiheit gesetzt. Die Siuren 
werden in Alkohol gelést, mit Kalilauge neutralisiert und mit basischem 
Bleiacetat véllig ausgefillt. Die Bleisalze werden mit Ather unter Zu- 
satz von Alkohol und Zentrifugieren wiederholt extrahiert. 

Aus den itherléslichen Bleiseifen wird nach der Zerlegung 
ein schwarzbraunes ©] erhalten, das nicht weiter untersucht wurde. 

Die in Ather unléslichen Bleiseifen werden in die Kalisalze 
iibergefiihrt, diese verestert, sorgfaltig von Saiuren und Seifen befreit. 

Die Ester werden im Vakuum der Wp. destilliert. Kolbenriick- 
stand schwarzbraunes Harz. 

Destillat farblos, dreht im 1-dem-Rohr -}- 1° 28’, gibt keine Chole- 
stolreaktion. Bei Zimmertemperatur scheidet sich ein Teil kérnig kry- 
stallinisch ab. 

a) Fester Anteil, unter Benutzung von Kalte aus Aceton umkry- 
stallisiert. Schmp. 43,5 bis 44,5°. Verseifungszahl 190,8. Die Saure 
schmilzt unscharf, oberhalb 70°, dreht in Benzol sehr schwach rechts. 

C 71,36, H 11,74, 
70,77), 11,84°/,. 

b) Der fliissige Anteil dreht im 1-dem-Rohr -+- 1° 24’. Verseifungs- 
zahl 187. Séure schmilzt unscharf bei 50—57°. Noch einmal] aus dem 
Vakuum der Wp. fraktioniert. 

Fr. 1, auBen 232—238, innen 190—210°, bleibt fliissig. 6,6 g, « im 
l-dem-Rohr + 1°1’. Verseifungszahl 201,9. 

Saure iiber Barytsalz gereinigt, im Capillarrohr geschmolzen weiB, 
bei 33—36° schwach opalescent, erst gegen 53° vollkommen klar. 

C 72,47 °/, H 12,26 %/o 
72,68 °/, 12,29 %/, 

Fr. 2, auBen 2388—245, innen 210—220°, es scheiden sich krystal- 
linische, nicht einheitliche Massen aus. 3,8 g. 

Fr. 3, auBen 245—255, innen 200—230° 7,5 g. Wie Fr. 1 be- 
handelt. 

Saéure C 72,86 °/, H 12,36 °/, 
72,40 °/° 12,33 /, 

Fr. 4, auBen 255—310, innen 230—245°. 3,0 g+1,6 « im 1-dem- 
Rohr + 1° 25’. Verseifungszahl 175,8. 

Aus den in kaltem Alkoho! unléslichen Kalisalzen, 
die sich nach der Verseifung des Wollfettes abgeschieden hatten, 
wurde hiernach ein Sauregemenge gewonnen, das sich durch 
Auskochen mit Ather in drei Fraktionen zerlegen lie8. In 
heiBem Ather unléslich, blieb, wie auch friiher, ein hoch- 
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schmelzender Anteil. Eine gewisse Menge von ihm schien sich 
auch unter den in heiSem Ather léslichen Sauren zu finden. 
Diese bestanden im wesentlichen aus hochmolekularen Sauren, 
deren Athylester im Vakuum der Wasserstrahlpumpe nicht oder 
nur zum kleinsten Teil destillierten und tiberwiegend Cerotin- 
siure zu sein schienen, aber verunreinigt mit kleinen Mengen 
niedrigerer Fettsiuren. Die in kaltem Alkoholather léslichen 
Sauren schienen ebenfalls iiberwiegend aus Cerotinsaiure zu 
bestehen, denen aber auch Sauren von niedrigerem Molekular- 
gewicht beigemengt waren. 

Die in Alkohol léslichen Kaliseifen schieden sich 
beim Stehen in eine schwerer und in eine leichter lésliche 
Fraktion. Die erstere wurde in die Bleiseifen iibergefiihrt und 
diese in einen in Ather léslichen und einen in Ather unlés- 
lichen Anteil getrennt. Die in Ather léslichen Bleiseifen wurden 
nicht weiter untersucht, die in Ather unléslichen enthielten 
neben einer anderen Saiure offenbar Palmitinsaure. 

Auch die leichter lésliche Fraktion wurde in die Bleisalze 
iibergefiihrt. Durch Behandeln mit Atheralkohol lieBen sich 
diese in einen in Ather léslichen und einen in Ather unlés- 
lichen Anteil trennen. Aus letzterem wurde eine rechtsdrehende 
Saiure gewonnen, die eine Oxystearinséure zu sein schien 

fiir C,,H,,0, . Mol.-Gew. 300, ber. 72,0°/, C 12,0°), H 
gef. 72,4—72,89/, C 12,2—-12,39/, H. 

Ihr Athylester ergab in der ersten Fraktion eine Versei- 
fungszahl von 201,9, in der vierten von 175,8 statt der ge- 
forderten 186,6. Der ,,Oxystearinsiure“ scheinen noch geringe 
Mengen Palmitinsiure beigemengt gewesen zu sein. Jedenfalls 
beweist der Versuch die Anwesenheit einer interessanten, bisher 
unbekannten Sdure im Wollfett. — 

Fassen wir diese Versuche zusammen, sO war es zwar 
gelungen, die verschiedenen im Wollfett enthaltenen Siuren 
durch Fraktionierung der Sauren selbst und ihrer Ester, in 
letzterem Falle unter Benutzung des Vakuums, weitgehend zu 
trennen, es macht aber offensichtlich erhebliche Schwierigkeiten, 
besonders bei den hochmolekularen Sauren, zu vollkommen 
reinen Koérpern zu gelangen. Bestand nun auch die Mdéglich- 
keit, diese Schwierigkeit bei Wiederholung der Versuche mit 


noch groBeren Substanzmengen zu tiberwinden, so wurden doch 
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zunichst noch einige Orientierungsversuche iiber das Verhalten 
der Siureamide gemacht, um zu sehen, ob deren Eigen- 
schaften zur Trennung geeigneter sind, als die Eigenschaften 
der Sauren selbst und ihrer Ester. 


Versuch 1. 

Etwa 2 g eines Saéuregemisches, das Séiuren vom Schmp. 78,5—91° 
und einer Aciditét von 154—167° enthielt, wurde auf dem Sandbad mit 
Phosphorpentachlorid zusammengeschmolzen, nach dem Erkalten mit 
wasserigem Ammoniak zerrieben, dann mit Wasser und Alkohol be- 
handelt. Das Reaktionsprodukt wurde mit Methylalkohol ausgekocht. 
Die methylalkoholische Lésung wurde mit einer Phenolphtaleinlésung und 
methylalkoholischen Barytlésung bis zur Rotfarbung versetzt. Nach dem 
Erkalten schieden sich weiBe, krystallinische Massen aus, die aus heiBem 
Alkohol umkrystallisiert wurden. 

Schmp. 100—101°, 3,7 bez. 3,19/, N. 
Versuch 2. 

2 g Fettsiuren vom Schmp. 69° wurden mit ca. 10 g Thionylchlorid 
gelinde erhitzt. Die Lésung wurde im Vakuum bei Zimmertemperatur 
zur Trockne verdampft. Der Riickstand wurde in Chloroform (wasser- 
freies!) gelést und in die mit Eis gekiihlte Lésung unter Schiitteln 
trockenes Ammoniakgas eingeleitet. Die sich ausscheidenden Massen 
wurden mit kaltem Alkohol behandelt und das hierbei ungelést Ge- 
bliebene aus kochendem absoluten Alkohol umkrystallisiert. Die Sub- 
stanz ist léslich in Chloroform, Benzol, wenig léslich in heiBem Ather 
und Petrolather. 

Schmp. 104°, 3,2°/, N. 

Die Stickstoffzahlen schienen fiir Cerotinsiureamid, das 
3,4°/, N fordert, zu sprechen. Doch war es sehr wohl méglich, 
daB auch hier die gewonnenen Produkte nicht rein waren. 
Denn als in einem weiteren Versuche etwa 1,5 g der Saiuren 
vom Schmp. 89—92° in gleicher Weise behandelt wurden, wurde 
ein Produkt erhalten, das bei 104—106° schmolz und 2,95°/, N 
enthielt, bei der Verbrennung aber nur 75,8°/, C und 12,9°/, H 
ergab, einen so geringen Kohlenstoffgehalt, da jedenfalls kein 
reines Cervtinsiureamid vorliegen konnte. Da nun auch schon 
andere Beobachtungen darauf hinwiesen, daB in der hdéchst- 
schmelzenden Fraktion der Saéuren eine Oxysiure bzw. das 
Anhydrid einer. Dioxysiure neben Cerotinsaiure enthalten war, 
so ist mit der Méglichkeit zu rechnen, daB sich bei dem zu- 
letzt. beschriebenen Verfahren das Amid einer Dioxysaure oder 
einer chlorsubstituierten Saure bildete und dem Amid der 
Cerotinséure beigemengt war. 
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C,,H,,0.NH,, ford. C 79,2°/,, H 13,4°/,, N 3,45°/, 

Go H,,ClO . NH, . ” 73,0 12,4 3,16 
C,oH;;(OH),O.NH,, » 74,0 12,6 2,9 

gef. C 75,8°/,, H 12,9°/,, N 2,95° 

Die Trennung dieser Saureamide wiirde aber wohl etwa 

dieselben Schwierigkeiten machen, als die der Siuren selbst 

oder ihrer Ester. 
Ein geeigneter Weg zur Identifizierung der Saéuren scheint 


0° 


aber die Uberfiihrung in die Kohlenwasserstoffe zu sein. 

Da nach den Angaben von J. Mai’) die Kohlensaureab- 
spaltung aus den hoheren Fettsiuren nicht bei der Destillation 
mit Natronkalk stattfinden soll, wohl aber bei der Destillation 
mit Natriumalkoholat erfolgt, so wurde zuerst nach diesem 
Verfahren vorgegangen. In weiteren Versuchen zeigte sich aber, 
daB man auch aus den hochmolekularen Séuren mit Leichtigkeit 
die Kohlenwasserstoffe erhalt, wenn man die Barytsalze mit Baryt- 
hydrat im Vakuum erhitzt. Es kommt hierbei, wie es scheint, 
etwas auf die Hohe der Temperatur und die Geschwindigkeit 
des Erhitzens an. 


Versuch 1. 


Sauren aus Wollfett vom Schmelzpunkt 66—72°. 

Die Saéuren werden in heiBem Methylalkohol gelést und durch Fallen 
mit methylalkoholischer Barytlésung in die Barytsalze iibergefiihrt. 

3,7 g Barytsalz werden mit 1,5 g Barythydrat und wenig Methyl- 
alkohol verrieben und in einer Retorte aus Jenenser Glas in einer gewissen 
Entfernung iiber einem Teklubrenner im Vakuum sehr langsam erhitzt. 

Das Destillat hat das Aussehen von Paraffin, ist leicht léslich in 
Ather, Petrolither, schwer in Alkohol. Durch Krystallisation aus Aceton 
wird es in zwei Fraktionen zerlegt. 

Fr. 1 wird zur Entfernung gelésten Acetons auf dem Wasserbad 
geschmolzen. Nach einiger Zeit wird der Schmelzpunkt bestimmt. 
Schmp. 45—48°. Die Substanz wird in Chloroform gelést und mit Brom 
versetzt, bis sich das Chloroform schwach farbt, durch Zusatz von Eis- 
essig wird der Kohlenwasserstoff gefillt, der mit Alkohol gewaschen, 
abgepreBt und zweimal aus Aceton umkrystallisiert wird. Er scheidet 
sich in Kugeln aus, die aus feinsten mikroskopischen Nadeln bestehen. 
Schmp. 50—52°. 

Fr. 2 aus Aceton in verfilzten, verhaltnismaBig groBen, wetzstein- 
férmigen Nadeln. Nach dem Schmelzen auf dem Wasserbade Schmp. 
48—44° Absorbiert in Chloroform gelést nur sehr wenig Brom. 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 22, 2133, 1889. 
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Versuch 2. 
4,1 g Barytsalz mit 1,6 g Barythydrat ebenso destilliert. 
Destillat 2,5 g, dreimal aus Aceton umkrystallisiert. 
Elementaranalyse: 85,7°/, C, 14,0°, H. 


Versuch 3. 


Kalisalz aus Wollwachs. 

4,4 g werden mit 8 g Barythydrat im Vakuum allmahlich bis zur 
volikommenen Verkohlung erhitzt. Es werden etwa 2 ccm eines farb- 
losen, bald erstarrenden Destillats vom Aussehen des Paraffins erhalten. 

Aus Atheralkohol Fr. 1 Schmp. 51,5—52,5, Fr.2 41—44, Fr. 3 
kleine Menge bei Zimmertemperatur fliissig. 

Fr. 1 und 2 werden noch einmal vereinigt und mit metallischem 
Natrium erwirmt. Dann wird mit Alkohol ausgekocht und der Riick- 
stand aus Atheralkohol umkrystallisiert 

fiir C,,H,. ber. C 85,3°/,, H 14,7 
Schmp. 51,5. gef. C 84,5°/,, H 14,6°%,. 
Spez. Gew. bezogen auf Wasser von 50° 0,807 

von Zimmertemperatur 0,800. 


Aus diesen Versuchen geht so viel mit Sicherheit hervor, 
daB aus den hochmolekularen Saéuren normale gesattigte Kohlen- 
wasserstoffe erhalten wurden, deren schwerstlésliche Fraktion 
bei 51,5—52,5° schmolz. Der Schmelzpunkt fiir Tetreikosan 
C,,H,, wird zu 51°, der von Penteikosan C,,;H,, zu 53,5°, die 
von Hepteikosan C,,H,, zu 60° angegeben. Hiernach wiirde 
die Formel fiir die ,,Cerotinséure“ zwischen C,,;H,,O, und 
C,,H;.0, schwanken. 

Ob in den niedriger schmelzenden Fraktionen nur Ge- 
mische von dem aus Cerotinsiure entstehenden Kohlenwasser- 
stoff und dem aus Stearinsiure nach dem oben geschilderten 
Verfahren ebenfalls leicht zu erhaltenden Heptadekan vorliegen 
oder ob auch zwischen beiden liegende Kohlenwasserstoffe 
entstehen, lieBe sich erst durch eingehende Untersuchung gré- 
Berer Substanzmengen feststellen. 

So weit meine Beobachtungen iiber die Siuren des Wollfetts. 

Vergleiche ich sie mit den entsprechenden Angaben von 
Darmstadter und Lifschiitz, so besteht eine Ubereinstim- 
mung darin, daB die am schwersten léslichen Fraktionen einen 
K6rper von einem Schmelzpunkt enthalten, der bei 103 bis 104 
bis 105° liegt. Er zeichnet sich durch seine schwere Léslich- 
keit in Ather und Alkohol aus. Darmstadter und Lifschitz 
geben ihm die Formel C,,H,;,0, und betrachten ihn als das 
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Anhydrid einer Dioxysaure, der Lanocerinsiure C,,H,,0,. Die 
Analysen, die ich mit verschiedenen Priparaten ausfiihrte, 
schwankten, was auf Verunreinigungen (Seifen?) beruhen konnte. 
Wegen der schweren Léslichkeit konnte ich auch bisher die 
Reaktion nicht feststellen. Fiir ein Anhydrid spricht, daB der 
Korper sich beim Kochen mit alkoholischer Kalilauge ganz 
allmihlich lést. Die Menge des hierbei gebundenen Alkalis 
schien einer Verseifungszahl von etwa 159 zu entsprechen, sie 
lag hoher als die fiir ein Anhydrid C,,H,,0, berechnete. 

Die Lanocerinsiure soll nach Darmstiaidter und Lif- 
schutz zwei Anhydride bilden, von denen das eben erwahnte 
beim Schmelzen der Lanocerinsiure auf 110—115° entsteht, 
wahrend ein anderes Anhydrid, das Lanocerinsaurelakton, beim 
Kochen mit Sdéuren entstehen soll und bei 86° schmilzt. Wiah- 
rend das erstere in Alkohol fast unléslich ist, lést sich letzteres 
beim Kochen mit Alkohol, Ather usw. leicht auf. Siurefrak- 
tionen, die ein derartiges Verhalten zeigten, beobachtete ich 
auch regelmaBig. Sie lieBen sich aber stets durch Fraktionieren 
weiter zerlegen in Sauregemische von teils héherem, teils nie- 
derem Schmelzpunkt. 

Der ,,Lanocerinsaiure“ selbst bin ich bei meinen Versuchen 
niemals begegnet. Sie kann also auch nicht den ,,Hauptbe- 
standteil des in kaltem Alkohol unléslichen Teils der Seifen- 
gruppe“ des Wollwachses ausmachen. Bei meinen Versuchen 
war die Menge des ,,Lanolinsiureanhydrids“ stets nur gering. 

Nach einer brieflichen Mitteilung von Lifschiitz ist mit 
diesem Anhydrid der ,,Lanolinalkohol* von Marchetti‘) iden- 
tisch. Marchetti erhielt ihn in einer Menge von 0,1°/, aus 
dem Wolifett, also ebenso wie ich, in nur sehr geringen Mengen. 
Er fand den Schmelzpunkt zu 102—104°. Im iibrigen hat 
die Substanz nach Marchetti die Zusammensetzung C,,H,,9, 
addiert kein Jod, bildet beim Erhitzen mit Benzoesiureanhydrid 
eine Benzoylverbindung vom Schmelzpunkt 65-—66° und bei 
der Oxydation mit Chromsiure eine Siure C,,H,,0, vom Schmelz- 
punkt 75—77°. 

Einen diesem ,,Lanocerinsiureanhydrid“ entsprechenden 
Koérper erhielt auch H. Stiircke’) bei der Untersuchung des 

1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 28, 158. 

%) Annal. d. Chem. 2238, 283, 1884. 
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Carnaubawachses. Seine Trennung von den hochmolekularen 
Siuren dieses Wachses machte ahnliche Schwierigkeiten, wie 
man sie bei der Trennung des entsprechenden Korpers von 
den Séuren Wollwachs findet. Auch H. Stiircke gibt fiir 
seinen Kérper den Schmelzpunkt von 103,5° an. Die Ele- 
mentaranalyse mit 77,81°/,C und 12,56°/), H weist auf die 
Formel C,,H,,0,. Diese Werte liegen nicht weit von denen, 
die die Formel C,,H,,O, erfordert: 76,9°/, C und 12,8°/, H. 
Daraus, daB der Koérper beim Erhitzen mit Natronkalk die 
entsprechende Menge Wasserstoff liefert, schlieBt Stiircke auf 
die Anwesenheit einer Alkoholgruppe und auf die Oxydation 
=f vo ' : COOH 
gs\_ 20 zur Dicarbonsiure C,,H,, : 
CH COOH 
die bei 89,5—90° schmilzt. 

Mir will es nach alledem scheinen, als ob eine erneute genauere 
Untersuchung dieses Kérpers und ein Vergleich mit dem entspre- 
chenden K6rper des Wollwachses erforderlich ist, ehe man ein 
sicheres Urteil iiber die Natur beider Kérper abgeben kann. 

Was weiter die Angabe von Darmstadter und Lifschiitz 
betrifft, daB das Wollfett Carnaubasiure enthalt, so bin ich 
von dem Vorhandensein von Carnaubasiure als einer einheit- 
lichen Séure der Formel C,,H,,O0, nicht tiberzeugt. Ich glaube 
ohne weiteres, daB nach Abscheidung der ,,Lanocerinsiiure“ 
aus dem Siuregemisch eine Fraktion von den angegebenen 
Eigenschaften erhalten wurde, muB es aber nach meinen Er- 
fahrungen fiir wahrscheinlich halten, da8 es sich um ein Ge- 
misch von Cerotinsiure mit niedrigeren Fettséuren handelte. 

Dasselbe Bedenken la Bt sich iibrigens auch gegen die Carnauba- 
siure von Stiircke geltend machen. Dieser Forscher kommt 
zur Annahme einer Carnaubaséure auf Grund einer auBerst sorg- 
failtig durchgefiihrten Fraktionierung der im Carnaubawachs ent- 
haltenen Sauren, bei der neben grdBeren Mengen von Cerotin- 
siure (?) eine anscheinend einheitliche Séure vom Schmelz- 
punkt 72,5° fand, welche in ihrer elementaren Zusammensetzung 
zu der Formel C,,H,,O, stimmt. Aber man wird doch die Frage 
aufwerfen kénnen, ob die angewendete Methode zur Trennung 
der Cerotinsiure von kleineren Mengen anderer Fettsiuren mit 
niedrigerem Molekulargewicht geeignet war. H. Stiircke weist 
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selbst darauf hin, daB sich die Carnaubaséure ,von den homo- 
logen oder auch metameren Fettsiuren dadurch unterschied, da 
sie aus geschmolzenem Zustande wiedererstarrt, nicht wie diese 
krystallinische Struktur zeigte“. Mir scheint dieses Verhalten 
gegen die Reinheit der Carnaubasiéure bezw. gegen deren Existenz 
iiberhaupt zu sprechen. 

Weiter geben Darmstidter und Lifschiitz an, daB sich 
im Wollwachs nach der Verseifung als ,,alkohollésliches* Kali- 
salz zusammen mit der Carnaubasiiure eine neue Oxysiure, 
Lanopalminsaure C,,H,,0, und Myristinsiure finde. Diesen 
Sauren bin ich bei meinen Versuchen nicht begegnet. 

Nach meinen Beobachtungen enthilt also das Wollfett in 
seinem schwerer léslichen Anteil an Séuren neben dem ,,Anhy- 
drid der Lanocerinsiure“ wesentlich Cerotinsiure und eine 
geringere Menge von Saéuren mit niedrigerem Molekulargewicht 
(vielleicht nur Stearinsdure), in’ seinem leichter léslichen Anteile 
noch gewisse Mengen derselben Siiuren, auBerdem aber Stearin- 
siure, Palmitinsiure und Olsiure, die beim Wollfett zum Teil 
von der zum Waschen benutzten Seife herstammen, ferner eine 
,Oxystearinsdure“ (?), ,Harzsiuren“ u. a. 


III. Die Alkohole des Wollfettes. 


Wie bereits erwahnt, zeigte die Untersuchung des Alkohol- 
gemisches, das bei der Verseifung des Lanocerins erhalten wurde, 
ein fiir uns insofern sehr iiberraschendes Verhalten, als das 
Gemisch seiner Hauptmenge nach nicht, wie wir erwarteten, 
Cholesterin oder ,,Isocholesterin“ enthielt. Cholesterin schmilzt 
bei 144 bis 147° und_,,Isocholesterin* bei 137 bis 138° 
unsere Gemische schmolzen zwischen 50 und 60°. Sie addierten 
Brom oder Jod in wechselnder und stets geringerer Menge als 
Cholesterin. Aus der Jodzahl berechnete sich ein Gehalt an 
Cholesterin von etwa 10°), bis 30°/, Cholesterin. Beim Lésen 
in Chloroform und Zusatz von konz. Schwefelsiure farbte sich 
das Alkoholgemisch in einigen Praiparaten nur gelb, in anderen 
mehr oder weniger braun bis braunrot. Es schienen also in 
dem Alkoholgemische wechselnde Mengen von Cholesterin neben 
anderen Alkoholen enthalten zu sein, wofiir auch die Kohlen- 
und Wasserstoffbestimmungen sprachen. ,,Unverseiftes“ in dem 
Sinne, als ob die Verseifung des im Wollfett enthaltenen Esters 


21* 





324 F. Réhmann: 


nicht vollkommen durchgefiihrt war, war ausgeschlossen, ebenso 
wie auf die sorgfaltige Entfernung von Seifen ein besonderes 


Augenmerk gerichtet worden war. 
Aus diesem Gemenge gelang es zunichst, Cerylal kohol 


iiber sein Acetat, wenn auch noch nicht vollkommen rein, zu 
gewinnen. 
Versuch vom 15. V. 09. 

17 g des Rohalkohols wurden mit 10 g doppelt geschmolzenem 
essigsaurem Natrium und 80g Essigsiureanhydrid am RiickfluBkihler 
gekocht. Das Reaktionsprodukt wurde durch EingieBen in Wasser ab- 
geschieden und aus Alkohol umkrystallisiert. Das neutrale Rohacetat 
ergab eine Verseifungszahl von 151 und eine Jodzahl von 16,4. Aus 
letzterer berechnet sich eine Menge von 26,8°/, Cholesterinacetat. Neben 
diesen konnten nach der Verseifungszah] noch zu etwa gleichen Teilen 
Ceryl- und Cetylacetat vorhanden sein. 

Cholesterinacetat 26,8><1,30— 34,8 

Cerylacetat . . .36,7><1,27= 46,5 

Cetylacetat . . .36,6><1,97= 72,1 

100,0 153,4 
Das Rohacetat wurde wiederholt aus Alkohol umkrystallisiert. Das so 
gereinigte Acetat hatte den Schmelzpunkt 51,5 bis 52°, war in Ather 
leicht, in Eisessig schwerer léslich und krystallisierte aus einem Gemisch 
von Eisessig und Ather beim langsamen Abkiihlen in diinnen Plattchen. 
Es addierte in Ather gelést kein Brom, in Chloroform gelést aus der 
v. Hiiblschen Lésung kein Jod, 0,44 g in 20 com Chloroform drehten 
in 20 com die Ebene des polarisierten Lichtes nicht. In Chloroform- 
Essigsiureanhydrid gelést auf Zusatz von konzentrierter Schwefelsiure 
sehr schwache Griinfarbung; in Chloroform gelést auf Zusatz von kon- 

zentrierter Schwefelsiure auBerst schwache Rotfairbung 

fiir Cerylacetat C,,H,,0. C,H,0: 

berechnet C 79,49 H 13,2°/) Verseifungszahl 127,5 
gefunden ,, 79,7°, , 13,4 %) ‘ 133,9 
” 79,6 lo ” 13,3 °lo 

Der aus dem Acetat nach dem Verseifen gewonnene Alkohol schmolz 
unscharf bei 70 bis 71° 

fiir Cerylalkohol C,,H,,OH berechnet C 81,8°/, H 14,1 °/, 

gefunden , 81,1°%, , 143% 
» 80,7%, , 143°, 
» 80,5°, , 143°), 

Die beim Umkrystallisieren des Rohacetats erhaltenen Mutterlaugen 
wurden verseift. Die in Petrolaither gelésten Alkohole wurden zur 
vélligen Entfernung etwaiger Seifen mit 50°/,igem Athylalkohol ge- 
schiittelt. Der Riickstand wurde in Alkohol unter Erwirmen gelist, 
beim Stehen schieden sich neben amorphen kugligen Massen zahlreiche 
Cholesterinkrystalle ab. Um das Cholesterin abzutrennen, werden die 
Alkohole nochmals acetyliert. Die Acetate in Ather gelést und mit 
eiskaltem brom-Eisessig in geringem UberschuB versetzt. Hierbei schied 
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sich nichts aus. Es wurde deshalb mit Wasser gefalit und aus hei8em 
Atheralkohol umkrystallisiert. Die Fraktion 1 schmolz bei 110°. 

Aus einem anderen Alkoholgemisch gelang aber die Ab- 
trennung des Cerylalkohols als Acetat nicht. Auch war es 
nicht méglich, nach Bromierung des Acetats den Bromchole- 
sterinester von den Acetaten der anderen Alkohole auf Grund 
seiner geringeren Léslichkeit zu trennen. Es wurde deshalb, be- 
sonders auch zur Nachpriifung der Angaben, die E. Schulze tiber 
das Vorhandensein des ,,[socholesterins* macht, das Alkoholgemisch 
benzoyliert. Das Benzoat des Cholesterins ist sehr viel schwerer in 
Alkohol léslich als das Benzoat des Cerylalkohols und seiner Homo- 
logen. Bei der Trennung von Gemischen geht aber mit dem Benzoat 
der letzteren stets auch in wechselnden Mengen Cholesterinbenzoat 
in Lésung. Es erwies sich deshalb als zweckmaBig, das Alkoholge- 
misch vordem Benzoylieren in eine in Alkohol schwererlésliche Frak- 
tion, die den Cerylalkohol enthielt und in eine leichter lésliche 
Fraktion, die iiberwiegend aus Cholesterin bestand, zu zerlegen. 


Versuch vom 21. V.13. 

Nach der Verseifung des Wollfetts, die diesma] im Autoklaven durch 
6 stiindiges Erhitzen mit methylalkoholischer Barytlésung bei 65 bis 75° 
vorgenommen worden war, war der in Lésung gebliebene Baryt mit Kohlen- 
siure entfernt und der hierbei entstehende Niederschlag, sowie der bei der 
Verseifung entstandene, die Barytseifen enthaltende Niederschlag mit Aceton 
ausgekocht worden. Die Acetonextrakte waren nach Abdestillieren des 
Acetons mit dem Riickstand, der die methylalkoholische Lésung beim 
Verdunsten hinterlieB, vereinigt worden. Diese Extrakte wurden der Sicher- 
heit halber noch einmal mit alkoholischer Kalilauge gekocht. 

Die Lésung wurde mit Salzsaure fiir rotes Lackmoidpapier neutrali- 
siert und ohne zu filtrieren mit Baryt fiir Kurkumapapier alkalisch gemacht. 

1. Aus der Lésung scheidet sich beim Stehen ein Niederschlag ab. 
Er wird abfiltriert und mit Aceton ausgekocht. 

Aus Aceton fallen aus: 

6,6 g gelblich etwas klebrig. Jodzahl 17,5, entsprechend 25°, 
Cholesterin, 5,5 g werden mit 7 cem Benzoylchlorid auf 170° erhitzt, 
dann zur Entfernung des Benzoylchlorids im Vakuum bis 210°. 

Das Benzoat wird aus Alkohol fraktioniert : 

a) in Alkohol schwer léslich. Schmelzpunkt oberhalb 133° bzw. 
153° unscharf. 

b) in Alkohol leicht léslich 

%) zweimal aus Alkohol umkristallisiert. 
Schmelzpunkt 46,5 bis 47°. Verseifungszahl 10%,2 
Cerylbenzoat fordert 115,7. 
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Der aus dem Benzoat erhaltene Alkohol schmilzt bei 69 bis 
69,5° scharf. 
8) Schmelzpunkt 50 bis 51°. y-Schmelzpunkt 52 bis 53° scharf. 

2. Das Filtrat wird im Vakuum eingeengt. Beim Einstellen in Eis 
scheidet sich ein Niederschlag ab, der iiber Eis abgesaugt wird. 

a) Niederschlag ward in Alkohol gelist, mit Salzsiure fiir Lackmoid 
neutralisiert und mit etwas Baryt versetzt. Geringer Niederschlag. 
Nach Verdunsten des Alkohols 

15 g einer gelblichen, wachsartigen Masse. Jodzahl, 53 d. h. 78° , 
Cholesterin 

mit 20 g Benzoylchlorid erhitzt usw, 

Fr. a) in Alkohol unldéslich 

aus Ather «) 3,3 g erweicht bei 143°, bei 165° unvollkommen 
geschmolzen; 
8) 1,6 g Schmelzpunkt 132 bis 134°. 


Fr. b) in Alkohol schwerléslich sintert bei 124°, schmilzt bei ca. 141° 
Fr. c) » ” ” ” »n 130°, rn n » 145° 


Fr. d) in Alkohol loslich, zum Teil sirupés. 

Beim Verseifen dieser Fraktionen wurde neben typischem Chole- 
sterin, ,,Isocholesterin“ von wechselndem Aussehen erhalten d. h. teils 
weiBliche kolloidale, teils weiBliche kérnig krystallinischer Massen. 

Die in Alkohol unléslichen Benzoate, die aus diesen und 
aihnlichen Versuchen gewonnen wurden, lieBen sich durch Frak- 
tionierung aus Ather-Alkohol leicht in vollkommen reines, schén 
krystallisierendes Cholesterinbenzoat vom Schmp. 147 bis 149° 
und niedriger schmelzende Fraktionen zerlegen und anderer- 
seits die leichter léslichen Benzoate in solche vom Schmp., 53,5 °, 
69 bis 70° und héher schmelzende. 

Aus den niedriger schmelzenden Benzoaten wurde bei der 
Verseifung ein Alkoholgemisch erhalten, das nach dem Um- 
krystallisieren aus Aceton bei 65 bis 66 bis 67° schmolz und 
wesentlich Cerylalkohol zu sein schien. 

Alkohol Schmp. 67,5° 

fiir Cerylalkohol C,,H,,0, ber. C 81,89), H 14,1°/, 
gef. 81,49, 13,99, 
81,39,  18,79/,. 

3,5 g wurden mit 2,5 g Zimtsiurechlorid erhitzt, bei 120 bis 140° 
erfolgte Reaktion. Die Temperatur wird im Vakuum der Wp. auf 175° 
gesteigert und das Reaktionsprodukt aus Ather umkrystallisiert. 

Cinnamylat Schmp. 50,5°. Verseifungszahl fiir Cerylcinnamylat 

ber. 107,1°%/, 

gef. 119,5%,. 
Der durch Verseifung erhaltene Alkohol schmolz wieder bei 66°. 
Gegen die Reinheit sprechen geringe Schwankungen im 


Schmelzpunkt des Alkohols, auch stimmten die Analysenwerte 
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nicht immer ganz genau. Der Alkohol lieB sich auch nicht so 
schon krystallisiert erhalten wie etwa der Oktadecylalkohol aus 
der Biirzeldriise oder der Myricylalkohol aus Bienenwachs. 
DaB der Hauptsache nach Cerylalkohol vorlag, daB aber 
daneben auch andere, und zwar Fettalkohole vorhanden waren, 
ergab sich bei der Oxydation, die in einem Versuch mit Na- 
tronkalk, im anderen mit Chromsiure ausgefiihrt wurde. 


Versuch 1. 

2,5g Alkohole, die zum Teil héher als 66° schmolzen, wurden mit 
10g Natronkalk etwa 8 Stunden auf 250 bis 270° erhitzt. Das Reak- 
tionsprodukt wurde mit Salzsaure zerlegt und mit Ather ausgeschiittelt, 
der Atherriickstand wird in das Barytsalz iibergefiihrt und dieses mit 
Alkohol ausgekocht. 

Saiure aus Barytsalz. Fr. 1. Schmp. 67,5°. 

fiir C,,H;,0, ber. 78,8°/,C 13,1°/, H 
gef. 78,4°/, 12,2°/,. 

Fr. If. Schmp. 55°. 

Mutterlauge: schwarzbraunes Harz. 
Versuch 2. 

Alkohol aus Cinnamylat. Schmp. 66° (s. 0.). 0,8g in 10 ccm EKis- 
essig erwarmt, dazu sehr langsam tropfenweise 1,2 g Chromsiure in 5 ccm 
Eisessig. Die nach dem Erkalten ausgeschiedene harte Siaure wird aus 
methylalkoholischer Lésung mit Baryt gefallt, Fallung mit Aceton aus- 
gekocht, Barytsalz in das Kalisalz durch Kochen mit Kaliumcarbonat 
und Alkohol umgelegt, Kaliseife mit Salzsiure zerlegt, Siure, Schmp. 
67,5 bis 68°, Saurezahl 129. Beim Behandeln mit Ather bleibt ein 
kleiner Teil ungelést. Aus der atherischen Lésung krystallisiert die 
Saure, aber nicht rein, Schmp. 68 bis 69°. 


Versuch 3. 


Alkohol aus ,,Lanolin*, mit Chloroformschwefelsiure nur gelb, bis 
schwach braun. 1,5g werden in 15 ccm Eisessig erwirmt, dazu Chloro- 
form bis zur Lésung des Alkohols. Dann tropfenweise etwa 13 ccm 
einer 7,5°/, igen Loésung von Chromsaure in Eisessig unter Schiitteln und 
gelindem Erwirmen. Mit Wasser verdiinnt, eine Zeitlang auf Wasser- 
bad erwirmt, nach dem Erkalten filtriert. Saure mit Alkohol ausge- 
kocht. Hierbei bleibt ein Teil ungelést, der sich aber in heiBem Benzo! 
oder Chloroform lést, nach dem Erhitzen auf dem Wasserbade eine 
trockene, spréde Masse bildet und iiber 90° schmilzt. Er erinnert an 
das ,Lanocerinsdurelakton“. In Lésung geht eine Saiure vom Schmp. 
72,5 bis 73,5°. Séurezahl 140,4. Nach dem nochmaligen Umkrystallisieren 
aus Alkohol ist der Schmp. 74,5. Die auf dem Uhrschilchen geschmol- 
zene Saure erstarrt in der Mitte krystallinisch, an den Randern amorph, 
ist also noch keine reine Cerylsiure. 
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Diese Beobachtungen stehen in guter Ubereinstimmung 
mit den Angaben von Darmstadter und Lifschiitz. Durch 
Fraktionierung des Rohalkohols, den sie durch Verseifung der 
festeren Anteile des Wollfettes gewonnen hatten, erhielten sie 
eine schwerer ldésliche Fraktion, die nach 13 bis 15 maligem 
Umkrystallisieren aus der 30 bis 40 fachen Menge Alkohol kon- 
stant bei 77 bis 78° schmolz, kein Brom mehr absorbierte und 
sich aus Alkohol, Aceton oder LEisessig in mikroskopischen, 
sternformigen Nadeln ausschied. Diese Substanz lieferte bei 
der vorsichtigen Oxydation mit Chromsiure Cerotinsiure. Der 
»Alkohol* war aber ebenfalls nicht reiner Cerylalkohol, da nach 
der Oxydation ein bei 69 bis 70° schmelzender Kérper von 
ganz anderem Habitus zuriickblieb und auch in dem oxydierten 
Teile neben Cerotinséure eine in Alkohol leichter lésliche Saure 
von niedrigerem Schmelzpunkt vorhanden war. Eine zweite 
Fraktion, die die iiberwiegende Menge der Alkohole bildete, 
enthielt ,einen Alkohol“, der bei 68 bis 69° schmolz und bei 
der Oxydation Carnaubasiure vom Schmp. 72 bis 73° lieferte 
und deshalb als Carnaubylalkohol angesprochen wurde. Nach 
meinen Beobachtungen ist aber auch diese Fraktion nur ein 
Gemisch von Cerylalkohol mit anderen Alkoholen, deren Natur 
noch festzustellen ist. Eine dritte Fraktion der Alkohole enthielt 
nach ihren Angaben wesentlich Cholesterin neben Isocholesterin. 

Was das Isocholesterin betrifft, so erhalt man aus dem in 
Alkohol leichter léslichen Anteil der Benzoylverbindungen stets 
Produkte, die mehr oder weniger die von E. Schulze ange- 
gebenen Eigenschaften besitzen. Bei verschiedenen Darstellungen 
schwanken aber die Schmelzpunkte und Jodzahlen. Es laBt sich 
auch mehr oder weniger leicht Cholesterin aus dem _,,Iso- 
cholesterin“ herausfraktionieren und, wenn dies nicht gelingt, 
durch Krystallform und die Jodschwefelséurereaktion mikro- 
chemisch nachweisen. Endlich kann man durch Zusammen- 
schmelzen entsprechender Mengen von Cholesterin und Ceryl- 
alkohol ein Produkt erhalten, das beim Umkrystallisieren ahn- 
liche Eigenschaften wie Isocholesterin zeigt. Aus diesen Griinden 
mu8 ich vor der Hand die Existenz eines ,,I[socholesterins“ be- 
zweifeln. 
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Die Bedeutung der Elektrolyte fiir Quellungsprozesse. 
: Von @ 
Wolfgang Ostwald. 
(Eingegangen am 16, August 1916.) 


In einer gleichbetitelten Arbeit von E. Lenk in dieser 
Zeitschrift’) werden neben den Versuchen und Ansichten einer 
ganzen Anzahl verschiedener Autoren auch gewisse Unter- 
suchungen einer sehr scharfen Kritik unterzogen, die ich vor 
10 Jahren zu dem im Titel gekennzeichneten Thema publiziert 
habe”). Von den verschiedenen Punkten, in denen E. Lenk 
anderer Ansicht ist als ich, bitte ich nur auf einen kurz ein- 
gehen zu diirfen, bei dem es sich um Unterschiede in experi- 
mentellen Befunden handelt; eine Erérterung der Divergenzen 
zwischen E. Lenk und mir in bezug auf theoretische Fol- 
gerungen beabsichtige ich nicht vorzunehmen. 

Es handelt sich insbesondere um den EinfluB von Salzen 
verschiedener Konzentration auf die Quellung der Gelatine. 
Hier kommt E. Lenk zu ganz anderen Resultaten als ich 
insofern als nach seinen Versuchen der Einflu8 der Konzen- 
tration auf die Fliissigkeitsaufnahme ein sehr viel einfacherer 
ist, als ich seinerzeit gefunden habe. Eine befriedigende Er- 
klarung fiir diese Divergenz gibt E. Lenk nicht an, meint 
jedoch, soweit ich aus den nicht sehr klaren Ausfiihrungen 
erkennen kann (z. B. 8. 30), daB ,,Versuchsfehler“ und Mangel- 
haftigkeit der Methodik auf meiner Seite wohl am wahrschein- 
lichsten diese vermeintlichen ,,UnregelmaBigkeiten“ erklaren. 

Hierzu bitte ich zunachst bemerken zu diirfen, daB es sich 
bei den von mir gefundenen komplizierteren Konzentrations- 
einflissen um von mir oft gepriifte, reproduzierbare Er- 
scheinungen handelt. Ich habe stets, unter anderem auch in 
meinem Laboratoriumspraktikum, bei der Wiederholung dieser 
Versuche durch Schiiler, dieselben Erscheinungen, insbesondere 


1) Diese Zeitschr. 73, 15 ff. 1916. 
*) Arch. f. d. ges. Physiol. 108, 563, 1905; 109, 277, 1905; 111, 581, 1906. 
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die allmahliche Entwicklung der von mir als typisch betrach- 
teten Konzentrationskurve z. B. bei Natriumchlorid wieder 
beobachten kénnen. Es handelt sich also nicht um experimentelle 
UnregelmaBigkeiten, sondern um definierte und reproduzierbare 
Erscheinungen. Sodann aber besteht ein ganz fundamentaler 
Unterschied zwischen den Versuchen von E. Lenk und den 


ee ’ . : 
meinen, auf den E. Lenk zwar gelegentlich hinweist, den er 


aber nicht zur Deutung der divergierenden Befunde heranzieht. 
Wahrend ich namlich mit sorgfaltig im Wéarmschrank ge- 
trockneten Gelatinescheibchen mit héchstens 5°), Wasser- 
gehalt gearbeitet habe, benutzt Lenk zu seinen Quellungsver- 
suchen Stiicke von Gelatinegallerten von bereits we- 
nigstens 83 bis 84°), Wassergehalt, deren weitere 
Fliissigkeitsaufnahme er in Salzlésungen verschiedener Kon- 
zentration untersucht. Diese Verschiedenheit im Ausgangs- 
material ist eine derartig groBe, daB eine Ubereinstimmung 
im Verhalten dieser zweierlei Ausgangsmaterialien gegeniiber 
Salzlésungen von vornherein unwahrscheinlich ist. Denn wenn 
schon eine iiber 80°/, Wasser enthaltende Gallerte noch weitere 
Fliissigkeit unter VolumvergroBerung aufnimmt, das heiBt quillt, 
so sind doch von vornherein bei einem schon zu Anfang des 
Versuches derartig wasserreichen und zuginglichen Objekt 
andere Quellungsbedingungen zu erwarten als bei einem tun- 
lichst von Wasser befreiten Ausgangsmaterial. In Gallerten 
mit 80 bis 85°/, Wassergehalt werden Elektrolyte und Wasser 
bereits praktisch frei passieren, so daB z. B. eine groBe Zahl 
der fiir die ersten Quellungsstadien charakteristischen Kenn- 
zeichen wie Wirmeténung, starke Contraction, insbesondere 
aber auch Nichtproportionalitét von aufgenommenem Wasser 
und aufgenommenem Salz usw. hier wegfallen oder doch sehr 
klein werden. Aus diesen Griinden kénnen aber gar nicht die- 
selben Resultate erhalten werden, wenn z. B. der EinfluB der 
Salzkonzentration einerseits auf die Quellung méglichst wasser- 
armer Kolloide wie in meinen Versuchen, anderseits auf die 
weitere Fliissigkeitsaufnahme von in hohem MaBe vorgequol- 
lenen Gallerten, wie bei E. Lenk untersucht wird. Zweifellos 
sind auch letztere Versuche von Interesse und entsprechen 
z. B. méglicherweise unmittelbarer dem Verhalten der eben- 
falls ,,vorgequollenen“* Organismen. Sie stellen aber etwas 
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ganz Anderes dar als die von F. Hofmeister, Wo. Pauli usw. 
und auch von mir untersuchten Erscheinungen. 

Ein weiterer fundamentaler Unterschied zwischen den 
Versuchen von E. Lenk und den meinigen besteht aber darin, 
daB ich mich bemiiht habe, Quellungsgleichgewichte zu er- 
reichen, indem ich die Platten so lange, als es die Versuchs- 
technik nur irgendwie zulieB, quellen lieB. Solche Platten, die 
nicht mehr abgetrocknet werden konnten, habe ich selbstver- 
stiindlich ebensowenig wie E. Lenk beriicksichtigt. Die von 
mir fiir den KonzentrationseinfluB als charakteristisch ange- 
sehenen Kurven, deren zeitliche Entwicklung bei forschreitender 
Quellung sorgfialtig gemessen und geschildert wurde, stellen 
derartige Gleichgewichtskurven dar, so gut sie die Methodik 
zu liefern imstande war. Im Gegensatz hierzu ist bei den 
Versuchen von E. Lenk in keiner Weise die Frage beriicksichtigt 
oder tiberhaupt erwogen worden, ob die von ihm gefundenen 
Zahlen Quellungsgleichgewichte, d. h. maximale Quellungs- 
betrige bedeuten. Vielmehr lat sich aus seinen Zahlen und 
Kurven unschwer entnehmen, daB solche maximale Quellungs- 
stadien noch nicht erreicht, anscheinend aber auch gar nicht 
angestrebt worden sind. Erst in diesen hdheren Quellungs- 
stadien treten aber die von mir gefundenen charakteristischen 
Konzentrationseinfliisse auf, wahrend ich in den Anfangs- 
stadien der Quellung Kurven gefunden habe, die mit 
den von E. Lenk gegebenen praktisch identisch sind’). 
Trotz dieser Ubereinstimmung der Zwischenstadien sei indessen 
nochmals hervorgehoben, daB es bei der groben Verschieden- 
heit des Ausgangsmaterials resp. der Versuchsbedingungen 
nicht unbedingt notwendig erscheint, daB vorgequollene Platten 
auch bei der Annaherung an das Quellungsgleichgewicht die- 
selben Kurven ergeben wie getrocknete Platten. In thermodyn- 
amischem Sinne ware es natiirlich gleichgiiltig fiir den end- 
giiltigen Gleichgewichtszustand, ob in einer Gallerte vorher 
Wasser und nachtrigliche Salzlosung zusammenkommt, oder ob 
von vornherein das Kolloid mit einer einzigen Salzlésung in 
Beriihrung gebracht wird, gleiche Endkonzentration voraus- 
gesetzt. Nach den bisherigen Erfahrungen verhalten sich aber 


1) Man vergleiche die ersten Stadien in Figur 1 S. 585 meiner Ar- 
beit von 1906 mit Figur 6 und 7 S. 34 in der Arbeit von Lenk. 
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kolloide Systeme keineswegs derartig, daB eine solche Folge- 
rung ohne weiteres mit Sicherheit gezogen werden kénnte. 
Vielmehr miiBte hier erst das Experiment entscheiden, ob dies 
zutrifft, ob also die Lenkschen Gele bei noch lingerer Quellungs- 
zeit ebenfalls die von mir gefundenen Kurven aufzeigen. 
Ubrigens muB bei Quellkérpern von 80 bis 85°/, Wasser- 
gehalt diese ansehnliche Wassermenge bei der Berechnung der 
Konzentration in Betracht gezogen werden. 

Was die weitere Kritik von E. Lenk an der Genauigkeit 
meiner Methodik im Vergleich zu der von ihm gewahlten an- 
betrifft, so méchte ich Interessenten bitten, sich selbst durch 
Vergleich meiner Angaben iiber die Versuchstechnik mit den 
Angaben E. Lenks iiber seine Methodik ein Urteil zu bilden, 
wer in dieser Beziehung genauer und sorgfaltiger vorgegangen 
ist. Den Grund dafiir, daB ich im Laufe der Versuche zu 
immer kleineren Gelatineplatten iibergegangen bin, um die be- 
kannten von K. Spiro und anderen wiederholt hervorgehobenen 
Einfliisse der Form und der Elastizitaétsverhiltnisse des Quell- 
k6érpers tunlichst zu reduzieren, insbesondere aber um Quellungs- 
gleichgewichte zu erreichen, scheint E. Lenk gar nicht er- 
wogen zu haben, da ich sonst nicht verstehe, weshalb er diese 
zweifellose Verbesserung in der Methodik fiir eine Verschlechte- 
rung halt. 

Zusammenfassung. 

Die Divergenzen zwischen den Befunden von E. Lenk und 
den friiheren von mir gefundenen iiber den Konzentrations- 
einfluB von Salzen auf die Quellung von Gelatine beruhen 
darauf, daB ich die Quellung sorgfaltig vorgetrockneter 
Gelatineplatten untersucht habe, wahrend E. Lenk iiber die 
weitere Fliissigkeitsaufnahme von bereits 80 bis 85°/, Wasser 
enthaltender, d.h. gleichsam vorgequollener Gallerten ge- 
arbeitet hat; ferner darauf, daB von mir Quellungsgleich- 
gewichte angestrebt und als Kennzeichen des Salzeinflusses 
angesehen worden sind, wahrend in den Versuchen von 
E. Lenk nicht Quellungsgleichgewichte, sondern Zwischenstadien 
der Quellung als charakteristisch angesehen werden. Die 
Kurvenform dieser Zwischenstadien von Lenk stimmt iiberein 


mit den von mir fiir solche Stadien gefundenen Kurven. 
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Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. 


I. Mitteilung. 
Von 
B. Stuber und R. Heim. 


(Aus dem Laboratorium der mediz. Klinik zu Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 22. August 1916.) 


Wir haben schon vor geraumer Zeit in einer vorliufigen 
Mitteilung*) die Ergebnisse der folgenden Arbeit kurz ange- 
geben. Die damals schon angekiindigte Veréffentlichung unserer 
Versuchsprotokolle hat sich leider infolge Ausbruch des Krieges 
bis heute verzégert. 

Wie bereits friiher bemerkt’), waren es die Beobachtungen 
des einen von uns (Stuber) im Verlaufe von Untersuchungen 
iiber Phagocytose, in denen eine auffallende Beschleunigung 
der Blutgerinnung im Tierexperimente durch intravenése In- 
jektion von Cholesterinestern auffiel, die den AnlaB zu der im 
folgenden naher prazisierten experimentellen Fragestellung, des 
Einflusses der Fette auf den Ablauf der Blutgerinnung, gaben. 

Von einem einleitenden Eingehen auf die verschiedenen 
Theorien der Blutgerinnung glauben wir, um nicht zu weit- 
schweifig zu werden, absehen zu diirfen, da ja dieselben zur 
Geniige bekannt sein diirften. Wir werden deshalb im folgen- 
den nur insofern auf die iiberaus zahlreiche Literatur zuriick- 
greifen, als es sich um Arbeiten handelt, die in direkter Be- 
ziehung zu unseren Untersuchungen stehen. 

Was die Versuchsanordnung anbelangt, so wurden die zu 
priifenden Fettsubstanzen als 0,001 bis 1°/,ige Emulsionen 
dem Oxalatblut resp. zentrifugierten Oxalatplasma zugesetzt. 





1) Miinch. med. Wochenschr. 1914, Nr. 30, S. 1661 
%) lc. 
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Die Darstellung der Fettemulsionen war nicht leicht und er- 
forderte speziell bei der Palmitin- und Stearinséure einige 
Ubung. Die besten Resultate erhielten wir durch allmahlichen 
Zusatz einiger Kubikzentimeter ca. 2°/,iger Gummilésung zu 
der entsprechenden Fettsiure unter fortgesetztem Riihren in 
der Reibschale. Nachdem eine homogene Mischung eingetreten 
war, wurde in gréBeren Zwischenriumen tropfenweise destilliertes 
Wasser zugesetzt. Auf diese Weise erhielten wir nach einiger 
Ubung sehr haltbare Emuisionen, die auch im Tierexperiment 
intravends gegeben werden konnten, ohne Embolien hervor- 
zurufen. 

Das Gemenge von Fettemulsion und Blut resp. Plasma 
blieb ca. */, Stunde im Brutschrank und erhielt dann durch 
raschen Zusatz (3 Tropfen) einer 5°/,igen Calciumchloridlésung 
sein Gerinnungsvermégen wieder. Die zum Ablauf der Ge- 
rinnung notige Zeit lieferte einen MaBstab fiir die gerinnungs- 
fordernde Kraft der einzelnen Zusitze. Aus unseren groBen 
Versuchsreihen fiihren wir aus jeder Reihe nur einzelne Bei- 
spiele an, da die Ergebnisse jedesmal iibereinstimmend waren. 

Im folgenden beginnen wir mit der Priifung der 


Triglyceride der héheren Fettsiuren. 
Tabelle I. 





Zusatemenge in Kubik- Pferdeoxalatplasma je 2ccm __ 


zentimetern 0,2 0,5 1,0 2,0 
der Emulsion von Ry ge ede Cee 





Gerinnungszeit in Minuten 











py Gh 4 rs oe $1), 
Tripalmitin 19, .. ... 41/p | ee 4), 
TE Pe ee 11 pong 43) 4° 
Thrombokinase ...... 9 ay. Pen eee 23/, 
Gummilésung 2°/) . . ; 11 ee ee ae 9 
Nee OE OI 141), | 20, | 83 120 


In allen Versuchen wurden je 2 ccm Plasma mit den in 
den Tabellen vermerkten Mengen der Fettemulsion vermischt. 
Als Kontrolle wurde die zur Darstellung der Fettemulsionen 
verwandte 2°/,ige Gummilésung in denselben quantitativen 
Verhaltnissen, und ebenso eine nach den Angaben von Mora- 
witz dargestellte Pferdeleberthrombokinase zugesetzt. Die in 
den Tabellen angegebene Gerinnungszeit bezieht sich auf den 
Augenblick, in dem die Gerinnung so vollkommen war, dab 
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das Reagensglas umgekehrt werden konnte, ohne daB Fliissig- 
keit austrat. Eine weitere zeitliche EKinteilung des Gerinnungs- 
ablaufs, wie das vielfach geiibt wird, nach den sukzessive 
sichtbar werdenden Zustandsinderungen des Plasmas im Sinne 
der Triibung, Flockenbildung, Klumpung usw. schien uns fiir 
die vorliegenden Versuche unnétig. Vielfach spielten sich diese 
Vorginge auch so rasch aufeinanderfolgend ab, dab eine dies- 
beziigliche Einteilung kaum mdglich war. Wir bemerken noch, 
daB wir simtliche Zusitze mit 0,9°/,iger NaCl-Lésung isotonisch 
machten. 
Tabelle II. 





Pferdeoxalatplasma je 2 ccm 
0,2 0,5 1,0 


Gerinnungszeit in Minuten 


Zusatzmenge in Kubikzentimetern 
der Emulsion bee 





fe iol ne 8 33), TI, 
Tripalmitin 1°/, . . ‘ 5*/, 43), 41), 
SL a eer Pane 61), 81/, 8t/, 
Thrombokinase ........ 43), 4 33), 
ok _,  e 13 16 18 


Tabelle III. 





Pferdeoxalatplasma je 2 ccm 


fee ’ me , Geri 371 
Zusatz (Menge je 0,5 ccm 1°/,ige Emulsion) in Minuten 
Tristearin ... § Or a ae ey 91), 
Tristearin + Tripalmitin . re sch tic 2 Seco Ahan alt g 
Triolein + Tripalmitin + T ristearin or ee ee ae ? 3 
Tripalmitin . . ee as ei ee ae 5 
Tripalmitin + Triolein ee ee i tee hore t 21/,, 
eee ee ee Ble 
NE tented cyt oe ge ts sO Ces lec eh eee 20 
Thrombokinase. ...... Pe eae eae 2 





Wenn man in den obigen Tabellen die einzelnen Ge- 
rinnungszeiten bei den verschiedenen Triglyceridzusitzen mit 
der Wirkung der Thrombokinase vergleicht, so erhellt die bei 
ihnen iibereinstimmende Verkiirzung der Gerinnungszeit. Be- 
sonders deutlich tritt dieser Effekt bei dem Tristearin und 
Tripalmitin hervor; vor allem das erstere zeigt eine an In- 
tensitaét der Beschleunigung vielfach gleiche Wirkung wie die 
Thrombokinase. 


Die verwandten Triglyceridemulsionen zeigten gegen Lack- 
mus und Phenolphthalein minimal saure Reaktion. Bei frisch 
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bereiteten Emulsionen geniigte durchschnittlich auf 5 ccm 
Emulsion 1 Tropfen "/,,.-NaOH, um die neutrale Reaktion 
herzustellen. Bei alteren Emulsionen war die Siuerung eine 
betrachtlichere. Es ist einleuchtend, daB der Siuregrad beim 
Triolein am stiarksten, beim Tristearin am schwachsten war. 

Die in Tabelle II verwandten Emulsionen waren ganz 
frisch zubereitet, wahrend die in Tabelle I angewandte Tri- 
stearinemulsion 2 Tage alt war und dementsprechend saurer 
reagierte (Mehrverbrauch an "/,,-NaOH == 2 Tropfen). Wir 
vermuteten dementsprechend, daB die in diesen Versuchen 
schon bei geringerem Mengezusatz eintretende intensive Be- 
schleunigung der Gerinnung beim Tristearin auf der gréBeren 
Menge der abgespaltenen freien Fettsiure beruhe. Dadurch 
wurden wir vetranlaBt, im folgenden die Versuche dahin ab- 
zuandern, daB wir die Triglyceride durch Steapsin (Griibler) 
spalten lieBen und die Wirkung von gespaltenen und nicht 
gespaltenen Triglyceriden, gemessen an ihrem Sauregrad, priiften. 
Nach erfolgter Spaltung wurde das Ferment durch Erhitzen 
inaktiviert. 





Zusatzmenge Cte Rie! 
in Kubikzenti- 








Tri- Zersetztes 
_glycerid |Triglycerid 


Tri- Zersetztes 


metern glycerid | Triglyoerid Kontrolle 





der Emulsion | 095 / 1,0] 05 | 1,0[05!1,0]05 | 1,0] 05 | 1,0] 05 





Gerinnungszeit in Minuten 








Tabelle IV. 
magn: " Pferdeoxalatplasma je 2ccm Pferdeoxalatplasma je 2 com 
trlash Steptoe 


Kontrolle 


1,0 


Tristearin 1°/,. . | 12*/.| 71/,|10%/,| 2%, —| —]10¥,18 | 8, 3 oa 
Tripalmitin 1°/, . | 8%/,| 6 7 | 47,1 — | — 4104, 5*/,] 8/, | 5, | - 
Triolein 1°/, 10*/,| 6%/, | 111/,| 5%/,] —| —]11 | 8/,]18%,.9 | —| — 
Thrombokinase .| —|— | — | —] 3 | 24 —)|—]— - | 34f/,| 34/, 
Gummildsung 2°/,] — | — | — | — }14/,/ 10 —|— | — | — ]85 |14 
NaCl 0,9°/, . —|—]— | — 431 |167,j —, —] — - 129 | 18 




















In den folgenden Tabellen wurden die Versuche weiterhin 





noch in der Weise abgedndert, daB der durch die fermentativ 
abgespaltenen Fettsiuren bedingte Sauregrad neutralisiert wurde 
und die neutralen Emulsionen ebenfalls zum Gerinnungsversuch 
verwandt wurden. 

Wie aus Tabelle IV und X zu entnehmen, kann die Tri- 
glyceridwirkung durch Spaltung wesentlich erhéht werden, 
auch hier tritt beim Tristearin ein der Thrombokinase zeitlich 
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Tabelle V. 
Pferdeoxalatplasma je 2 ccm 
__ 9,1 0,2 0,5 
i.) 2/13. lessl & iz. lezkl & |e. lett 
Zusatamenge in Kubik-) § | 58 SE2| 5 SS iSE=| 5 | ER gt 
zentimetern > | 2S Sas] = Be leas] = | SE tea 
: 2 Be Ess] & Be ESS] @ BE ERS 
der Emulsion = Es SEE = ES gF2 = ES SE 
Gerinnungszeit in Minuten 
Tristearin 1°, . . . 13} 11 | 17 | 89/, | 6%/,| 7*/, | 2%/, | 5*/,| 9%/, 
Tripalmitin 1°/,. . . | 36,12 28 | 4%, | 64, 61/,] 4 51/,| 84/, 
po 5 a 14/17 | 18 [5 74/,| G1 7 7*),| 7), 
Thrombokinase .. . | —/| 6%/, — | 5); — |] — | 84] - 
Gummilésung 2°),. . | — | 138 - Jf — (138 | — 12 _- 
Tabelle VL. 
Pferdeoxalatplasma je 2 ccm 
Zusatz (Menge 0,5 ccm) Gerinnungszeit 
fy) a re 3*/, Min. 
” noutralisiert ....... a 
po” ee ee er 3 
” neutralisiertt ..... 44, 
Es 7, 2 
TU clit cbs iun ers 6% a % 12 Std. 


beinahe gleicher Wirkungseffekt ein. Zu diesen Versuchen 
wurden frisch zubereitete Emulsionen verwandt. 

Die Resultate andern sich jedoch wesentlich, sobald iltere, 
ihrem Sauregrade nach stirkere Emulsionen in Anwendung 
gelangen, wie aus Tabelle V erhellt. Hier ruft wenigstens bei 
stiirkeren Konzentrationen die durch die Spaltung hervor- 
gerufene Ubersiuerung eine Verzégerung der Gerinnung hervor. 
Es zeigt sich also bei einem ganz bestimmten Sauregrad ein 
Optimum der Gerinnung, diesseits und jenseits dieses Optimums 
nimmt die Gerinnungsfaihigkeit gleichmaBig ab. DaB es sich 
dabei um eine reine Saurewirkung handelt, ist aus den Ta- 
bellen IV bis VI ersichtlich, indem durch Neutralisation der 
Saurewirkung der EinfluB auf den Ablauf des Gerinnungs- 
vorganges annaihernd zum Wegfall gebracht werden kann, 
vorausgesetzt, daB die neutralisierten Emulsionen sofort ge- 
braucht werden (Tabelle V und VI). Bleiben dieselben langere 
Zeit stehen, so tritt erneut eine Abspaltung ein, und infolge- 
dessen ist der Wegfall der Beschleunigung nur relativ (s. Ta- 


99 


Biochemische Zeitschrift Bend 77 











338 B. Stuber und R. Heim: 


belle X). Da& auch fiir die Thrombokinase diese Uberlegungen 
zutreffen, ist aus Tabelle VI zu entnehmen. Wir werden auf 
die theoretische Bedeutung dieser Versuche spater noch genauer 
eingehen. 

Tabelle VII und VIII geben Versuche wieder mit Kom- 
bination von Triglycerid und gleichnamiger Fettséiure; auch 
hier zeigt sich natiirlich derselbe Erfolg wie bei den gespaltenen 
Triglyceriden, auch hier tritt das Optimum der Gerinnung bei 
einem ganz bestimmten Sauregrad auf. In Tabelle IX findet 
sich fernerhin noch ein Versuch von Triglycerid und gleich- 
namiger Seife; auch hier war natiirlich entsprechend dem Dis- 
soziationsgrad der Seife in geringen Konzentrationen eine Be- 
schleunigung der Gerinnung zu erwarten. 


Tabelle VII. 








Pferdeoxalatplasma 2 Tage alt, je 2 com 





Triglycerid | Triglycerid und gleichnamige 
Emulsion 1°, allein Fettsaure 
Zusatz 1 ccm 1 Tr. 1,0 ccm Menge 

der letzteren 








Gerinnungszeit in Minuten 








co ire 1), I4/, 1'/, 
re 21/, fl A 3}/5 
re 10'/, Tle 9'/, 
Thrombokinase ... . 1*/, _ _ 
a 3), — -~ 











Nel 097, ...... it ie me 
Saémtliche Zusétze wurden mit NaCl 0,9°/, isotonisch gemacht. 


Tabelle VIII. 








Pferdeoxalatplasma 2 Tage alt, je 2 ccm 





Triglycerid und gleichnamige 














Zusatz Fettsaéure von letzterer 
Emulsion 1°), —_ 
0,1 Wee Bae ees. a 
Gerinnungszeit in Minuten 
Tristearin 10... .. Se 2 as 
Tripalmitin 10 .... oe ey P 28), - 
cE See ee 5 we 6 aaa 
Thrombokinase 1,5. . . —- | = — 11/, 
Gummilésung 1,5 — _ 51/, 
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Tabelle IX. 





Zusatz 
Emulsion 1°), 


Pferdeoxalatplasma 2 Tage alt, je 2 ccm 


Triglycerid Triglycerid und seine Triglycerid und seine 
_allein ____ Fettsaure Seife 


J} o1 | 02 | 05 | o1 | 02 | 05 


Gerinnungszeit in Mineteo 


Tristearin iN 
Triolein 1,0 


2, 14, | 1, | 2%, | 24, 2, 4 
8 6 5 6%), 





Thrombokinase 1,5] 2"), ee ee tha 





Triolein (absolut) 
zersetzt 


Zusatz 0,01 — fi 0,05 0,2 


Gerinnungszeit in Minuten 


Pferdeoxalatplasma je 2 com 











Vata te +>) OF | me] wm 
(Ferment aktiv) oe 120 135 | 15 
. inaktiviert) . 161 | 148 | 41 
neutralisiert (Ferment 
a mam | @ | ww, 
neutralisiert (Ferment | 
inaktiviert) ..... 178 | 144 114 


Der in obenstehender Tabelle deutlich zutage tretende 
Einflu8 des lipolytischen Fermentes soll in einer folgenden 
Arbeit besonders behandelt werden. 








Tabelle XI. 
te nee Ae Pferdeoxalatplasma je 2 com 
Zusatzmenge in Kubik- ——__—__—— - — , 
zentimetern 01 | 02 | 0,3 0,5 1,0 


der Emulsion 


Gerinnungszeit i in | Minuten 








61/, 54, sy, | 9 | 27 





Acid. oleinic. 1°/, . . . 

Acid. palmitin. 1°), . . 7, | 7, | 6, | 4%, 5 
Acid. stearin.1°/, . . . 91), /, | 5 | 3 33), 
Natr. oleinic. 1°/, 134), | 11 | 13 | 9/, 37 
Natr. stearin. 1°/, 10'/, | 18 | inf, | 7 
Thrombokinase .... 6 ; et of 34/5 23), 
Tierkohle 2°/, 13), | 18%, | 11%, | 10"), 5 
Gummi arab. 2°/, . . . 22 | 22 1 He, 12%), 7 
NaCl 0,99,..... “oe ob Be 15 18 


In Tabelle XI und XII kamen Emulsionen der reinen 
héheren Fettsiuren und der entsprechenden Seifen zur Priifung. 
Auch hier tritt der eminente EinfluB gerade der Stearinsaure 


besonders zutage. 


Sie kommt in ihrer Wirkung auf den Ab- 


lauf des Gerinnungsgeschehens einem typischen Cytozym gleich. 
90% 
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Tabelle XII. 








Pferdeoxalatplasma je 2 ccm 
Zusatzmenge in Kubikzentimetern Se. a 
der Emulsion as ae 
Gerinnungszeit in Minuten 
RE, on RE 81), | 4"), 
ee 23), | 21), 
BOP a ke ke ee 23), 2 
ey are 41), 10 
ks Re ne 33/, 41), 
Sa, eg 3 Se ea we oe 41), 43), 
Lo cee Se a cee 3), 2 
Dt See reer oe 15 12 
oe a re 15 rb 





Tabelle XIII. 























Pferdeoxalatplasma je 2 ccm 
+ Tristearin 0,1 ccm 
Zusatz : 
Fettséure 0,01°/, —_ - on 
1 | 10 
Gerinnungszeit in Minuten 
IE es Si i eR Neg 90 23 
RI xo eek ee, gp eee 210 13 
Propbomghare . 2. we es a Polvag 50 13 
ET eat ee ee 210 40 
Isovaleriansiure. ....... os 65 13 
Canproumiare ........ hes 210 30 
Oleinsiure . ot he Nee 210 23 
Palmitinsfure. ....... Seria 50 13 
EE te egg hat ee 40 10 
ER se PS ig Te Oe eae 65 17 
p-Osyoatersiare ........-. 23 13 
Aminoessigsiure ......... 210? 30 
aS 5 ais we Kk ye wee 210 65 
Leucin . eas Neo hog ea oe - 17 
a a ys Paige cc aeeeen 210 23 
SESE Cay a sree ~ 65 
y eee ea 65 | 17 
B/ pp PONWOROMNMTO, 2 ww we 120 40 
| 

PO Oe yk ee ek ae a ee Oe 210 23 





Das Plasma ohne Zusatz gerann in 60 Minuten. 


Die Seifen wirken, wie nach den obigen Ausfiihrungen nicht 
anders zu erwarten war, in den entsprechenden Konzentrationen 
nur gering beschleunigend resp. hemmend, je nach ihrem Dis- 
soziationsgrad, wie aus Tabelle XI und XII zu ersehen ist. 
Nach diesen Versuchsresultaten, die eine beinahe spezifische 
Wirkung der héheren Fettsiuren auf die Beschleunigung des 
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Gerinnungsablaufes ergaben, erschien es uns besonders inter- 
essant, die homologe Reihe der Fettsauren einer Priifung zu 
unterziehen, von dem Gedanken geleitet, daB hier vielleicht 
GesetzmaBbigkeiten beziiglich des Gerinnungsproblems aufzufinden 
waren, wie solche ja bekanntermaBen fiir gewisse immunisato- 
rische Vorginge schon langere Zeit bekannt sind. Als Kon- 
trollen dienten noch Versuche mit Amino- und Mineralsiuren. 


Tabelle XIV. 





























m4 = Pferdeoxalatplasma je 2 ccm 
-: Zusatz Menge in Tropfen 
0,01°/,ige Fettséure 1 10 
Gerinnungszeit in Minuten 

Te eee ee ee 110 40 
io td og ok we ho 110 12 
0 eee 180 30 
0 “A ee eee 110 30 
ps 110 80 
RN ny ke see Sela ee 240 50 
MEE igi ts ee se ob. ee 240 30 
Se 240 40 
0 Sere eee 240 13 
Milchsaure Ca mel ae 110 18 
B-Oxybuttersdure ........-. 180 11¢ 

Aminoessigsiure. .......26-. 240 30 
Ne yt oe 6 eee en 180 110 
ee a ae a a 180 100 
Sly er eae tee 420 110 
Destilliertes Wasser ........ 240 | 180 
MPO Te enh ew eK we 240 | 180 

4 Tr. | 1,1 ccm 

re 42000 60 
"/,ooo-schwefelafure ........ 420 110 








4 Tr. ®/,o99-Mineralsiure waren isohydrisch 10 Tr. der drei héchsten 
Fettsdéuren, 1,1 com "/,99-Mineralsiure entsprachen 10 Tr. der niedrigsten 
Fettsauren. 


Der Sauregrad der in Tabelle XV angewandten 1°/, igen 
Fettsduren wurde in der Weise festgestellt, daB je 0,5 ccm 
mit "/,,-NaOH neutralisiert wurden; die jeweils verbrauchten 
Kubikzentimeter ®/,,-NaOH sind unter der Rubrik ,,Sauregrad“ 
in Tabelle XV angegeben und bezeichnen annahernd die ,,Starke“ 
der einzelnen Séuren. Wihrend in Tabelle XIII die Wirkungs- 
weise der einzelnen Fettsiuren durch den vorherigen Tristearin- 
zusatz etwas verdeckt erscheint, finden wir in Tabelle XIV 
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Tabelle XV. 
‘ are Pferdeoxalatplasma je 2 ccm 
2 Tage alt 5 Tage alt 
Zusatz Saure- . —_—_———_—— 
1°), Saure grad | Menge in Tropfen | Menge in Tropfen 
AY SS Rt) tals A 
Gerinnungszeit in Minuten 
Ameisenséiure ..... 1,00 10 | as 1440 
ee er 1,00 10 | — 300 
Propionsiure...... 0,70 ae ee 1440 120 
Isobuttersiure ..... 0,55 35 20 1440? 48 
Isovaleriansiure .... 0,50 120 10 — 36 
Capronséure ...... 0,40 im} 120 
CO ae ae 0,20 45° 3 4 : 48 
Palmitinsiure ..... 0,06 4 1 a 48 
Stearinsiure ...... 0,03 45 | 1 24 
ee eee 0,55 85 | 45 1440? 48 
B-Oxybuttersiure . . . . | 0,30 75 10 1440 48 
Aminoessigsiure rer . 45 | 10 a 120 
NN ee oe 720 | 2 ip 
RC og eg — aie, een 
Destilliertes Wasser. . . _ 7. 6 _ 300 
meee, ... ..% - 7 | 10 1440? 1440? 
4 Tr. | 1lecm 4 Tr. 1,1 com 
e/ puemmebure . 2 1 ke 0,2 10 | 300 
2! oSchwefelsiure . . 10 — 120 








4 Tr. ®/,,.-Saure waren isohydrisch 10 Tr. der drei héchsten Fett- 
siuren, 1,1 ccm */,,-Séure entsprachen 10 Tr. der niedersten Fettsiuren. 


und XV den verschiedenen Effekt der einzelnen Sauren klar 
ausgepragt. 

Besonders in Tabelle XV treten gerade die hdheren Fett- 
siuren in ihrer ausgesprochen beschleunigenden Wirkung auf 
den Ablauf des Gerinnungsprozesses augenfallig hervor, und es 
ist unverkennbar, daB zwischen Konstitution der Saure und 
Wirksamkeit ein deutlicher Zusammenhang in der Weise be- 
steht, daB mit zunehmender Kohlenstoffatomzah] im Molekiil 
auch die Fahigkeit wichst, den BlutgerinnungsprozeB zu _be- 
schleunigen. Am klarsten tritt dieser Effekt demgema8 bei 
der Stearinséure zutage. 

Dieser eminente EinfluB gerade der biologisch wichtigen 
héheren Fettséuren auf die Blutgerinnung drangte naturgemi’ 
zu Vergleichen mit weiteren Sauren; vor allen Dingen solchen, 
denen eine nicht minder bedeutende Rolle im Geschehen des 
Organismus zugedacht werden muB. Da fiel zunichst natiirlich 
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die Wahl auf die physiologisch wichtigste Saiure, die Kohlen- 
saure. 

Das Blut resp. Plasma wurde mit verschiedenen Kon- 
zentrationen von Kohlensiure beladen. Die Messung der Kon- 
zentrationen der Kohlensiaure erfolgte mittels des Interferometers. 

Wir geben im folgenden unsere Versuchsresultate. 


Tabelle XVI. 























Pferdeoxalatplasma + 1°/,ige Stearinseife 
je 0,1 ecm 
Zusatz : 
10 Tr. 0,01°/,ige Fettsdure I. | II. 
Gerinnungszeit in Minuten 
Ameisensaure . e 7 
Essigsiure 7 iP 
Propionsaure . 7 TI, 
Isobuttersdure 7 7, 
Isovaleriansiure 7 41], 
Capronsiiure 7 41), 
Oleinsaure cs ase 7 Fi, 
Palmitinséure. ...... LP 4), 
Stearinsiure ....... 4, 4°), 
Milchsfure ...... ae 14), 5 
B-Oxybuttersiure ..... 7 5 
Aminoessigsiure .... . 7 5 
Menge in Tropfen 
1 10 20 | 1 | 10 20 
2/,00-Mineralsiure H,SO,. . | 7 ae Se 84), | 51/, | 5*/, 
[10007 26 bd es 1*/, 1*/, | 1%/s 8*/, 5S), | 5°), 
Destilliertes Wasser. . .. | 7? | 7 2 164, | Di, | SY, 


Das Plasma allein gerann nach 10 bzw. 18 Min., nach Durchleitung 
von Luft mit 6°/, Kohlensaiuregehalt verkiirzte sich die Gerinnungszeit 
auf 1'/, bzw. 4°/, Minuten. 


Tabelle XVII. 





Rinderoxalatblut durchspiilt mit 


Zusatz Luft |7,5°/, Kohlen-| 30°/, Kohlen- 
Emulsion 1°/, Pane 9 séure séure 





Gerinnungszeit in Minuten 











7), 241/, 10 
Tripalmitin 0,5 .... 4 5 10 
Thrombokinase 0,5... . 4 6 8 
Steapsinsol. 10 Tr... . 2? 4? 3? 





NaCl 099,05 .... a ee 231), 
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Tabelle XVIII. 





Zusatz 
Emulsion 1°), 


‘Rinderoxalatblut durohspilt mit 
12°), Kohlen- | 20°/, Kohlen- 
Laft sure saure 


Gerinnungszeit in Minuten 














| 














Tristearin 5 Tr. . 25 15 40 
n ao See eae 12 9 25 
Thrombokinase 5 Tr. . 6 6 9 
“ 10 » 6 9 9 
NaCl 0,99/, 5 Tr. 40 40 25 
” 10 » 25 40 20 
Tabelle XIX. 
| Rinderoxalatblut durchspiilt mit é 
Sauerstoff |! 1°/, Kohlensiure|34°/, Kohlensaure 
eames : Zusatzmenge in Tropfen 7 
21S) 5 pes Si tert ss ie 
Gerinnungszeit in Minuten 
Tristearin . . . . {39/2017 4%.) 4 257,12 |— | — _90}- 
Thrombokinase. . | 4/ 4 |48/,49/,) 4  2/53/,) 39/,)60 | 60 24 | 24 
NaCl 0,9°/, 15 | 7 |—|]7 +> —|8), --- 51 | — 





Wie aus diesen 





Tabellen (XVII bis XXII) ersichtlich ist, 


wirkt beim Vollblut die langer dauernde Einleitung von ab- 
soluter Kohlensaéure sehr stark hemmend auf die Blutgerinnung, 
dagegen wirken niedrige Konzentrationen férdernd. Dabei kann 
der Einflu8 kleiner Tristearinmengen verstirkt werden, bei 


groBeren Mengen setzt wieder eine Hemmung ein. 


Dasselbe 


ist beim Zusatz der stark sauer reagierenden Thrombokinase 





Tabelle XX. 
Hundeoxalatblut durchspilt mit 
7°/, iger 
Luft KohlensSare 


Zusatz Emulsion 1°/, 





Gerinnungszeit in Minuten 








DEMON. OD 5s weit iw 
Tripalmitin 0,5 
Triolein 0,5 
Thrombokinase 0,5 
NaCl 0,9°/, 
Steapsinsolution 1 Tropfen 
” 10» 
"/,9-Schwefelséure 12 Tropfen 


Se ee. Se ee 





eae 4 | 3 
pee 4 | 3 
SMe 4 | 
tater 4 5 
2 oA 21 31), 
eisai 11), 31), 
re “ | : 








Tory 
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der Fall. Diese zuletzt erwahnte Hemmung ist naturgemaB 
um so starker, je starker die Konzentration der Kohlensaure 
ist, wie Tabelle XIX lehrt. Jedoch war bei letzterem Versuch 
die Hemmung bei Durchleitung einer 34°), igen Kohlensiiure 
keine absolute, sondern eine reversible, da nach Abdunsten 
der Kohlensaéure samtliche Blutproben wieder gerannen. 


Tabelle XXI. 





Hundeoxalatblut durchspilt mit 
17°/, iger 
Kohlensaéure 


Zusatz Emulsion 1°’, Luft 


Gerinnungszeit in Minuten 


eS ee a ee 1?/, H/, 





. Nae ee 1*), i 
Steapsinsolution 1 Tropfen. . . F Fy, Pi, 
. 5 “ ae ; 11/,? 1%, 
10.» “ae 11), 11), 


Die Gerinnungszeit des Plasmas allein betrug vor der Kohlensaure- 
, 


durchleitung 7’, nachher 4’. 


Tabelle XXII. 





Rinderoxalatblut durchspiilt mit 


Luft 14°), iger 


. 0 > se 
Zusatz Emulsion 1°), Kohlensaure 


Gerinnungszeit in Minuten 


























Treearin 1 Troplm: . «2. 30 10 
” c ” 4 SNE ee a Ee trae 45 10 
NaCl 0,9°/, 1 Tropfen . . . Ap Pes; 45 15 
” 0,9° 0 5 ” ool" ee tie we 15 10 


Tabelle XXIII. 








Pferdeoxalatplasma 
' ; nach Durch- | | nach Durch- 
Zusatz Emulsion 1°/, Luft | leitung absol.| Luft | leitung absol. 


Menge 0,5 | Kohlensaure | _Kohlensaure 


Gerinnungszeit in Minuten 











pi ee ee er 23), 54), 3 4"), 
” neutral... ... 7 3 41/5 | 31/, 

Gummilésung ....... | 12%/, 81/, 104/, 8 

a ss «eo ee ee Pe 9"), 14"/, | 17"), 


Die Einleitung von Kohlensiéure in das Plasma ergibt 
aihnliche Resultate (Tabelle XXIII und XXIV). Kurz dauernde 
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Tabelle XXIV. 














Plasma * |, Stde. durchspiilt 
Ausgangsplasma mit absoluter Kohlensaure 
Zusatz Seife 1°), Menge in Tropfen 


1 5 | 10 | 15 20, 1 | 5 10 {| 15 | 20 


Gerinnungszeit in Minuten 








Stearinseife. . .| 8%/,) 8/,) 5 | 5 | 5%,}21 | 112/,) 114/,| 125/,) 15 
Oleinseife. . . .]13 | 9%/,) 6%/, 61/, 8 |36%/, 20%/,/15%/,/19 | 39 
Destill. Wasser .|22 | 12%/, 10*/,| 8, 74,157 40 (29 129 29 











Einleitung absoluter Kohlenséure verkiirzt die Gerinnungszeit 
erheblich (Tabelle XXIII). 

inthalt das Plasma jedoch schon Saéuremengen, wie durch 
Tristearinzusatz, so kann die Kohlensauredurchleitung auch ver- 
zogernd wirken. DaB es sich hierbei nur um eine Wirkung 
iiberschiissiger H’-Ionen handelt, wird dadurch bewiesen, dai 
durch Neutralisation (Tabelle XXIII) die Verzégerung aufge- 
hoben wird, ja sogar jetzt eine deutliche Beschleunigung eintritt. 


Tabelle XXV. 








Hundeoxalatblut — 
5, m ies: ial Tier mit Phos- 
Zusatz Emulsion 1°/, g' | phor vergiftet 





Gerinnungszeit in Minuten 











ST eee 6 | 22 
” BE ea 0S, ese! ees 6 -- 
Thrombokinase 0,5 ........ 6 29 
. Be ass RE ee 6 23 
ee a Oe ee ae 6 37 
ge oe ae ae 6 37 
2/,9-Schwefelsiure 15 Tropfen. . . . 6 69? 
Steapsinsolution 1 Tropfen. ... . 6 22 
, Sh eerie 1"), we 

+ ee areas — 


Dieselben Resultate lieferte ein Versuch (Tabelle XXV) 
mit kiinstlichem Acidosisblut von einem mit Phosphor vergif- 
teten Hunde. Es zeigt starke Hemmung der Gerinnung, die 
durch weiteren Saurezusatz (Tristearin, Thrombokinase) noch 
verstirkt wurde. Das Blut des phosphorvergifteten Tieres 
erwies sich als stark siurehaltig (Titration). 
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Besprechung der Versuchsergebnisse. 

Uberblicken wir nochmals kurz die Resultate unserer 
Untersuchungen, so glauben wir die hervorragende Bedeutung 
der Fettsiuren fiir den Ablauf des Blutgerinnungsvorganges 
nachgewiesen zu haben. Die Frage nach der Bedeutung der 
Fette fiir das in Frage stehende physiologische Problem ist 
keineswegs neu. Schon Nasse hat in seiner klassischen Bear- 
beitung der Blutgerinnung in Wagners Handworterbuch der 
Physiologie den Gedanken eines diesbeziiglichen Einflusses der 
Fette kurz gestreift. Aber auch in neuerer Zeit ist die Rolle 
der Fettsubstanzen, im besonderen der Lipoide, vor allem auf 
dem Gebiete der Immunititschemie vielfach in den Vorder- 
grund getreten, und so war es eigentlich selbstverstiandlich. 
da sie auch in die Lehre von der Blutgerinnung, handelt es 
sich doch hier um ein Gebiet, das zweifellos auBerst viel Be- 
rihrungspunkte mit immunisatorischen Vorgingen bietet, Ein- 
laB fanden. Wir erinnern in dieser Hinsicht an die Arbeiten 
von Bordet und Delange’), Freund?) und Zack®*). Sie wiesen 
den gerinnungsbeschleunigenden Einflu8 der Lipoide nach. Vor 
allem war es das Lecithin, dem von diesen Forschern eine be- 
sondere Aufmerksamkeit zugewandt wurde, wahrend die eigent- 
lichen Fette unberiicksichtigt blieben, oder aber, wie von Zack, 
als vermutlich gerinnungshemmend beiseite geschoben wurden. 
Diese Gerinnungsverzégerung sollte nach Zack in der durch 
die Kalkseifenbildung hervorgerufenen Kalkarmut des Plasmas 
ihren Grund haben. Beziiglich der gerinnungsauslésenden Wir- 
kung der Lecithine geht Zack so weit, dieselbe direkt als spe- 
zifisch zu betrachten. 

DaB den Lipoiden als gerinnungsauslésenden Faktoren eine 
Rolle zukomme, war schon nach den grundlegenden Unter- 
suchungen Alexander Schmidts wahrscheinlich. Er konnte 
schon zeigen, daB Substanzen des Alkoholauszuges der ver- 
schiedensten Organe eine ausgesprochen beschleunigende Wir- 
kung auf den Gerinnungsvorgang ausiiben. Uber die chemische 


‘) Bordet und Delange, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 
71, 1913. 

*) Freund, PhysiologenkongreB 1910. 

*) E. Zack, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 70, 1912 und 
74, 1913. 
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Natur dieser ,zymoplastischen Substanzen“ fanden wir jedoch 
bei ihm keinerlei Angaben. 

Um so erklarlicher war es jedoch, daB, je mehr die phy- 
sidlogische Bedeutung der Lipoide in den letzten Jahren in 
den Vordergrund trat, um so mehr auch die alkoholléslichen 
zymoplastischen Substanzen Alexander Schmidts mehr oder 
weniger mit Lipoiden identifiziert wurden. 

Die eigentlichen Fette scheinen jedoch, soweit unsere 
Literaturkenntnisse reichen, bis jetzt nicht in den Bereich der 
Untersuchungen im Hinblick auf die Blutgerinnungsfrage ge- 
zogen worden zu sein. 

Wir glauben nun, im Vorhergehenden den einwandfreien 
Beweis fiir die Wichtigkeit der Fette fiir das in Frage stehende 
physiologische Gebiet erbracht zu haben. 

Es zeigte sich in diesen Untersuchungen, da8B Neutralfette 
eine ausgesprochen gerinnungsbeschleunigende Wirkung 
ausiiben. Von den drei zu den Versuchen gebrauchten Tri- 
glyceriden, dem Tristearin, Tripalmitin und Triolein, iibte das- 
jenige die groBte Beschleunigung auf die Gerinnung aus, das 
entweder schon in der Emulsion, oder nach Lésung im Plasma 
die stairkste saure Reaktion zeigte. Es lieB sich jedesmal im 
Plasma nach dem Triglyceridzusatz nach dem _halbstiindigen 
Aufenthalt im Brutschrank eine schon mit der Titriermethode 
feststellbare deutliche Zunahme des Sauregrades nachweisen, 
die beim Tristearin und Tripalmitin am ausgesprochensten war. 
DaB diese Verstarkung der Saéurewerte auf einer Spaltung der 
zugefiihrten Triglyceride durch die Blutlipase beruht, ist nach 
den Untersuchungen von Izar') wahrscheinlich. Einige dies- 
beziigliche orientierende Versuche mit dem _ stalagmometri- 
schen Verfahren von Rona und Michaelis bestitigten diese 
Ansicht. Beniitzten wir anstatt des geringen Fettspaltungs- 
vermogens des Blutes das weit starkere der Organextrakte in 
Form der Steapsinsolution (Griibler), so wurden die Resultate 
weit schirfer, da ja gerade die Pankreaslipase nach den Ar- 
beiten von E. Terroine*) sowohl Glyceride als auch Ester 
der verschiedensten Sauren spaltet. Die auf diese Weise ge- 


1) G. Izar, diese Zeitschr. 40, 1912. 
*) E. F. Terroine, Journ. de Physiol. 13, 1911. 
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spaltenen Fettemulsionen, dem Plasma in bestimmter Menge 
zugesetzt, ergaben eine Gerinnungsbeschleunigung, die 
zeitlich vollkommen mit jener der Thrombokinase 
iibereinstimmte. Derselbe, der Wirkung der Thrombokinase 
vollig gleiche Erfolg konnte durch Zusatz von wenig Fettsiure 
zum entsprechenden Tryglycerid erreicht werden. Hatte sich 
schon bei den Versuchen mit gespaltenen Emulsionen gezeigt, 
daB durch eine weitgehende Spaltung und damit eine stirkere 
Sauerung des Plasmas eine gegenteilige Wirkung im Ver- 
gleiche mit schwach sauren Emulsionen zu erzielen war, so 
trat dieser Effekt in den obigen Versuchen von Triglycerid 
und gleichnamiger Fettsiure, je nach der Menge des Fettsiaure- 
zusatzes, noch deutlicher in Erscheinung. Es konnte sogar bei 
nur geniigendem Zusatz von freier Saure eine beinahe vdllige 
Aufhebung der Gerinnung eintreten. DaB diese Erscheinung eine 
Funktion des Séuregrades war, konnten wir dadurch zeigen, dab 
nach Neutralisation der Saéure das Gerinnungsvermégen resp. 
die Gerinnungsbeschleunigung erneut auftrat. Es lieB sich dem- 
entsprechend aus den Beziehungen zwischen Siauregrad 
resp. Spaltungsumfang und Gerinnungsbeschleunigung 
eine Kurve zeichnen, die ein Maximum = Gerinnungs- 
optimum zeigt, diesseits und jenseits dieses Maximums rufen 
zu geringe resp. zu hohe Saéuregrade einen geringen resp. einen 
hemmenden EinfluB aus. 

Beim Vergleiche der den drei Neutralfetten entsprechenden 
hohen Fettsiuren, der Olsiure, Palmitin- und Stearinsaure, er- 
gab sich ein bestimmtes Verhaltnis zwischen Kohlenstoff- 
gehalt und EinfluB auf die Blutgerinnung, indem beim Zu- 
satz gleicher Mengen die Olsiure am schwichsten, die Stearin- 
siure am starksten wirkte, was in dem verschiedenen Saure- 
grade, der ja mit zunehmender Kohlenstoffzah] abnimmt, nicht 
die alleinige Erklirung finden konnte. 

Zur Entscheidung dieser Frage wurde die ganze Reihe der 
homologen Fettséuren zum Versuche herangezogen. Hierbei 
zeigte sich nun zunichst unzweideutig die Bedeutung des Saure- 
grades fiir die Blutgerinnung. Bei Verwendung von 1°) igen 
Lésungen der Fettsiiuren machten die niedersten Glieder der 
Reihe, die Ameisensiure und Essigsiure, das Plasma dauernd un- 
gerinnbar, genau so die ihnen entsprechenden Mengen Mineral- 
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siuren. Beim Aufsteigen in der homologen Fettsiurereihe tritt 
dann mit abnehmendem Sauregrad eine zunehmende Gerinnungs- 
befoérderung zutage, die bei dem Endglied unserer Reihe, der 
Stearinsiure, ihren Héhepunkt erreicht. 

Die normale Fettséure wirkt starker als die Oxyfettsaure. 

Je hoher man in der Fettsdurereihe steigt, um so mehr 
tritt die Spezifitat der Fettsiurewirkung zutage, so besonders 
bei der Stearinséure; denn Zusitze von andern Saéuren vom 
gleichen Sauregrade, wie z. B. der Aminoessigsiure, Blausiure 
und der Mineralsiuren, reichen nicht entfernt an die Wirkung 
der Stearinséure heran. 

Noch bei einer 50fachen Verdiinnung der 1°/,igen Fett- 
siureemulsionen dominierte die Stearinsiurewirkung iiber alle 
andern, obwohl ihr Séuregrad dann nur noch minimal in Frage 
kommt. Bei noch stirkeren Verdiinnungen tritt der EinfluB 
der Stearinsiure zuriick. Bei 100facher Verdiinnung wirken 
nur noch die untern Glieder der homologen Reihe bis zur 
Capronsaure beschleunigend, bei 1000 facher Verdiinnung zeigen 
nur noch die niedersten Glieder, die Ameisen- und Essigsaure, 
diese Wirkung. Aber auch in diesen starken Verdiinnungen, 
in denen Millionstel-Gramm Substanz zur Verwendung ge- 
langten, zeigt sich noch die Spezifitaét der Fettsiure, denn 
der entsprechende Zusatz von Mineralsdure ist in diesen Ver- 
diinnungen vollig wirkungslos. Wir gelangen also auf Grund 
unserer Untersuchungen zu der Ansicht, daB die auffallende 
Beschleunigung des Blutgerinnungsprozesses durch die Fett- 
siuren, weniger durch die Séiurenatur als durch eine spezi- 
fische Anionwirkung hervorgerufen wird. 

Diese Uberlegenheit der relativ schwachen Fettsiuren finden 
wir ja im physiologischen und pathologischen Geschehen der 
Organismen weit verbreitet. So wurde von J. Loeb’) bei der 
Membranbildung im Seeigelei eine zunehmende physiologische 
Wirksamkeit der Fettsiuren mit steigendem Kohlenstoffgehalt 
gefunden. Weniger wirksam waren Oxy- und Isofettsiuren. Den 
geringsten EinfluB hatten Mineralsiuren. Loeb folgerte aus 
seinen Untersuchungen, daB nicht allein die H’-Ionenkonzentra- 
tion, sondern vor allem eine Molekiilwirkung in Betracht kame. 


1) J. Loeb, diese Zeitschr. 15, 1909. 
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Dieselben Resultate erzielte Bang’) bei der Agglutination 
der Blutkorperchen, Chiari*) bei der Quellung der Gelatine 
durch Saéurezusatz. Wir erinnern beziiglich dieser physikalisch- 
chemischen Wirkungsweise der Fettsiuren an die grundlegenden 
Arbeiten von Traube*), die ihn zur Aufstellung seines Capil- 
largesetzes fiihrten. 

Wir konnten also auf Grund unserer Untersuchungen be- 
ziiglich des Einflusses der Fettsiuren auf die Blutge- 
rinnung eine homologe Reihe aufstellen, ein Vorgang, der 
in ahnlicher Weise schon fiir die verschiedensten biologischen 
Vorgiinge nachgewiesen wurde, so von Fiihner und Neu- 
bauer‘) fiir die hamolytische Wirkung der Alkohole und von 
Vernon’) fiir die Hemmung der Oxydationen. 

Durch den Zusatz von Seifen in kleinen Mengen kann die 
gerinnungsbeschleunigende Wirkung der Fette verstarkt werden, 
in gréBeren Mengen hemmen die Seifen; werden sie allein dem 
Plasma zugesetzt, so ist ihre Wirkung ganz gering. Die Wirkung 
der Seifen kann aber betrachtlich gesteigert werden durch Hinzu- 
fiigen der entsprechenden Sauren, noch intensiver durch Kohlen- 
séure, und zwar schon in einem Sauregrad, in dem die Mineral- 
siure ohne Wirkung blieb. 

Im Reagensglase lieB sich die Reaktion (C,,H,,0,) 

Na + H,CO, = C,,H,,0, -+- NaHCO, 
sehr leicht durchfiihren, wenn nur lange genug Kohlensiéure 
durchgeleitet wurde. Es hatte also in diesem Versuch die 
schwache Kohlenséiure durch Massenwirkung die Fettsiure 
(Stearinséure) aus ihrem Salz freigemacht und sich an ihre 
Stelle gesetzt. Es erscheint uns nun keineswegs unméglich, 
daB diese Reaktion auch im Organismus eine Rolle spielt. 
Wissen wir doch, da8 das Blut ansehnliche Mengen Seifen teils 
frei, teils an EiweiB gebunden enthalt. Wir wissen ferner durch 
die Untersuchungen von Arrhenius*), da8 das Serum eine 


1) J. Bang, diese Zeitschr. 16, 1909. 

2) R. Chiari, diese Zeitschr. 33, 1911. 

8) J. Traube, diese Zeitschr. 54, 1913. 

*) Fihner und Neubauer, Arch. f. erxperim. Pathol. u. Pharmakol. 
56, 1907. 

5) H. M. Vernon, diese Zeitschr. 47, 1912; 51, 1913; 60, 1914. 

*) Arrhenius siehe Erg. d. Physiol. 7, 1908. 








352 B. Stuber und R. Heim: 


ausgesprochene Bindungsaffinitaét zu Fettkérpern hat. Wir er- 
innern ferner an die Arbeiten von Neuberg'), Sachs’), Pick 
und Pfibram*), Handovsky und R. Wagner‘), welche die 
Bedeutung gerade der Fettsubstanzen fiir immunisatorische Vor- 
ginge sichergestellt haben. Diese Eiweib-Fettbindung ist durch 
Atherextraktion nicht sprengbar. 

Die Untersuchungen von K. Meyer’) zeigten ferner die 
ausgesprochene Affinitét der Fettsiuren zu EiweiBk6rpern. Sie 
bewiesen, da der Grad dieser Affinitat von dem Saiurebindungs- 
vermégen der EiweiBsubstanzen, d. h. ihrer Sauredissoziations- 
konstante, abhingig ist. So zeigt das Serumglobulin einen stiar- 
keren Saéurecharakter als das Serumalbumin, dementsprechend 
bindet das erstere auch keine Olsiure, wohl aber das Albumin. 

Besser noch als die Fett-Eiwei8verbindungen sind die CO,- 
EiweiSverbindungen bekannt; dieselben sind nach Rona und 
Gyoérgy*) zum Teil stark dissoziiert und vor allem durch die 
Reversibilitét charakterisiert. Nach Michaelis und Rona‘) 
kann nun durch CO,-Durchleitung die H’-Ionenkonzentration 
des Serums um das 40fache erhéht, durch Ausliiftung von CO, 
um das 3- bis 10fache erniedrigt werden. Da aber die Fett- 
siure- und CO,-Bindung an EiweiB von der H-Ionenkonzen- 
tration des Blutes abhangig ist, so muB ein Uberschu8 von 
CO, nach dem Massenwirkungsgesetz die Fettsiuren aus ihren 
Verbindungen mit EiweiB und Alkali (Seifen) frei machen. 
Durch die Sprengung der EiweiB-Fettsaurenbindung gehen aber 
die Fettséuren aus dem atherunléslichen in den atherléslichen 
Zustand iiber. 

Vergleichen wir nun die Mengen der Atherextrakte von 
genau gewichtsgleichen Quantitaten stark zentrifugierten Plas- 
mas, das einesteils mit CO, beladen, andernteils durch Liiften 
weitgehend von CO, befreit war, so erhielten wir beim CO,- 
Plasma einen dicken, gelben Atherriickstand, der an Gewicht 


1) Neuberg, diese Zeitschr. 11, 1908. 

*) Sachs, diese Zeitschr. 12, 1908. 

3) Pick und Pfibram, diese Zeitschr. 11, 1908. 

‘) Handovsky und R. Wagner, diese Zeitschr. 31, 1911. 
5) K. Meyer, Arch. f. Hyg. 65, 1908. 

*) Rona und Gyérgy, diese Zeitschr. 56, 1913. 

7) Michaelis und Rona, diese Zeitschr. 18, 1909. 
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um das 5fache gréBer war als der des kohlensdurearmen 
Plasmas. 

Nach den Untersuchungen von Kumagawa-Suto!) diirfte 
es sich beziiglich dieses Atherriickstandes wohl vorwiegend um 
wasserunlosliche héhere Fettsiuren handeln. Zu ahnlichen Re- 
sultaten gelangte schon Mansfeld in seinen Versuchen, an Ei- 
wei gebundenes Fett durch Saéurewirkung frei zu machen. 

Durch die hier entwickelte Anschauung scheinen uns aber 
auch die Versuchsresultate von Connstein und Michaelis’), 
Mansfeld*) und Berczeller‘), daB der atherlésliche Anteil 
des Blutfettes durch Luftdurchleitung eine ausgesprochene quan- 
titative Herabsetzung erfaihrt, erklirbar. Es treten namlich an 
Stelle der durch die Luftdurchleitung entfernten Kohlensiure 
(Sprengung der Carbaminoproteinverbindungen) die Fettsaiuren 
in das EiweiB ein (Bildung von Lipoproteinverbindungen). Da- 
mit wird natiirlich ein Teil der vorher atherléslichen Fettsiuren 
aitherunléslich, und es resultiert die oben zitierte Annahme des 
Atherextraktes. 

Aber auch die von Pekelharing’®) beobachtete Erschei- 
nung, daB8 das durch Petrolatherextraktion von seinem freien 
Fett befreite und dadurch ungerinnbare Plasma durch CO,- 
Durchleitung sein Gerinnungsvermégen wieder erhalt, erscheint 
uns nach unseren obigen Versuchen und Anschauungen wohl 
plausibel. 

Auch bier glauben wir, die durch die Kohlensiuredurch- 
leitung aus ihren EiweiBverbindungen freigewordenen Fettsiuren 
fiir das Wiederauftreten der Gerinnungsfahigkeit des Plasmas 
in den Pekelharingschen Versuchen verantwortlich machen 
zu miussen. 

Wir weisen hier auch auf die Analogie in der mensch- 
lichen Pathologie hin. Bekannt ist die Neigung zur Thromben- 
bildung gerade bei Stauungen, d. h. Kohlenséureanreicherung 
im vendésen System, so bei Alterationen des Respirations- und 
Zirkulationsapparates. Eine weitere Bestaétigung unserer An- 


1) Kumagawa-Suto, diese Zeitschr. 8, 1908. 

*) Connstein und Michaelis, Arch. f. d. ges. Physiol. 65 u. 67 

%) Mansfeld, Centralbl. f. Physiol. 21, Nr. 20, Sep.-Abdr. 

‘) Berezeller, diese Zeitschr. 44, 1912. 

5) Pekelharing, diese Zeitschr. 11, 1908. 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 
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sichten sehen wir in den neuesten positiven Versuchen der 
Steigerung der Blutgerinnung bei Hamophilen durch CO,-In- 
halationen. 

Wir méchten hier noch kurz auf einen Einwand der von 
Hirschfeld und Klinger’) gegen unsere, wie eingangs er- 
wihnt, schon friiher kurz mitgeteilten Versuchsergebnisse ge- 
macht wurde, zu sprechen kommen. Diese Autoren weisen 
darauf hin, daB, da wir mit der ,alten Technik“ gearbeitet 
haben, aus unseren Resultaten nicht ersichtlich sei, ob es sich 
um eine ,Steigerung der Thrombinbildung“ oder um eine ,,Zu- 
nahme der Thrombinwirkung“ handle. Dazu méchten wir be- 
merken, daS wir auch eine groBe Reihe von Kontrollunter- 
suchungen mit reinen Fibrinogenlésungen (nach Hammarsten) 
angestellt haben und in diesen typische Gerinnungserscheinungen 
mit Fettsubstanzen auslésen konnten. Eine Wirkung, die also 
nach der bekannten Einteilung in die I. Phase des Gerinnungs- 
prozesses beziiglich der Wirkungsweise der Fette zu verlegen 
ware. Wir gehen absichtlich auf diese Versuche jetzt nicht 
weiter ein, da sie weiterhin zu Ergebnissen fiihrten, die eine 
spatere gesonderte Besprechung erfordern. 

Auf die interessante Theorie von Herzfeld und Klinger’), 
die Anklange an die alte Cytoglobinlehre Alexander Schmidts 
enthalt, méchten wir hier nicht eingehender zuriickgreifen, es 
soll dies erst spater nach Abschlu8 weiterer Arbeiten von unserer 
Seite erfolgen. Nur auf einen Punkt der diesbeziiglichen Arbeit 
moéchten wir jetzt schon kritisch hinweisen. Nach Herzfeld 
und Klinger wirken die Siuren auf die Entstehung des Throm- 
bins nur hemmend ein. Wenn man sich jedoch die diesbeziig- 
lichen Protokolle ansieht, so kann kein Zweifel dariiber be- 
stehen, daB diese hemmende Wirkung nur durch die Bindung 
des geringen Kalkzusatzes durch die entsprechenden Sauren 
eingetreten ist. Dadurch ist natiirlich im Reagensglasversuch 
eine Hemmung unvermeidlich. Es erscheinen uns aber in der 
ganz allgemeinen Ubertragung dieser Resultate auf den Ge- 
rinnungsvorgang in vivo wesentliche Bedenken zu liegen, da im 
Organismus ganz andere Ausgleichsméglichkeiten gegeben sind. 


1) Hirschfeld und Klinger, diese Zeitschr. 68, 1915. 
*) Herzfeld und Klinger, diese Zeitschr. 71, 1915. 
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Es eriibrigt sich nun noch die Frage: In welcher Beziehung 
stehen die Fettsduren zur Ausfallung des Fibrins? 

Hier diirfte uns die in unsern Versuchen zutage getretene 
Erscheinung, daB es je nach der Menge des Saurezusatzes ein 
Optimum der Ausfallung des Fibrins gibt, unzweideutig zu der 
Anschauung fiihren, daB die dadurch bedingte Reaktionsinde- 
rung des Milieus der mabgebende Faktor ist. Wir erinnern hier 
an die zahlreichen Arbeiten von Michaelis und seiner Mit- 
arbeiter’), die mit Bestimmtheit nachgewiesen haben, daB das 
Flockungsoptimum der amphoteren Elektrolyte mit dem _ iso- 
elektrischen Punkte zusammenfallt. Diese Ansicht diirfte auch 
fir unsere Versuche zutreffend sein. Wenn durch geniigenden 
Saurezusatz dieser Punkt erreicht ist, so kommt es zur maxi- 
malen Fallung. 

Auch die Arbeiten von Hekma?”) scheinen durch unsere 
Versuche eine Bestatigung zu finden. Wenn man nach ihm 
das Fibrin als Alkalihydrosol auffaBt, so ist es nicht wunder- 
bar, daB, wenn durch Saéuerung dieses Alkali entzogen wird, 
das Fibrin in den Gelzustand iibergeht. Diese Arbeiten von 
Hekma erscheinen so gut begriindet, daB8 durch sie gerade 
fiir die zweite Phase des Gerinnungsprozesses eine absolute Er- 
klarung gegeben sein diirfte, die um so erfreulicher ist, als 
dadurch eine wesentliche und sehr einfache Erklarung in diesem 
iiuBerst kompliziert erscheinenden Gebiete der Physiologie ge- 
funden wurde. 

Jedoch glauben wir, wie aus unseren Untersuchungen er- 
sichtlich ist, immer noch auch an eine spezifische Wirkung der 
Fettséuren. Man kénnte in diesem Sinne an Adsorptions- resp. 
Komplexverbindungen zwischen Fettsiuren und Fibrin denken. 
Wir haben ja im Vorhergehenden eingehend auf die Affinitat 
der Eiweibkorper zu Fettsiuren sowohl an eigenen Beispielen, 
als auch an Hand der Literatur hingewiesen. Wir glauben uns 
dementsprechend auch dazu berechtigt, die in unseren Versuchen 
zutage getretene Wirkung der Kohlenséiure auf die Blutgerin- 
nung als indirekte, durch Freiwerden von Fettsaéuren in diesem 
Sinne zu deuten. Wir erinnern hier speziell an die Unter- 


1) Michaelis, diese Zeitschr. 30, 1910ff. 


2) Hekma, diese Zeitschr. 62 bis 65, 1914; 73 u. 74, 1916. 
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suchungen von Pauli und Handovsky’) iiber die Alkali- und 
Saurefallung der EiweiBkérper und das in diesen Arbeiten bei 
diesen Vorgingen wahrscheinlich gemachte Auftreten von schwach 
ionisierten Komplexen. Ein ganz ahnliches Verhalten kénnte 
man sich auch bei der Einwirkung der Fettsiuren auf das Fibrin 
vorstellen. Durch weitere Arbeiten in dieser Hinsicht muB hier- 
iiber Klarheit geschaffen werden. Wir hoffen, unsere diesbeziig- 
lichen schon begonnenen Untersuchungen jetzt weiterfiihren zu 
kénnen, ebenso genaue elektrometrische Messungen des Flockungs- 
optimums des Fibrins. 

Die Hekmaschen Befunde schlieBen eine derartige Ansicht 
keineswegs aus. Hekma selbst streift die Méglichkeit einer Ad- 
sorptionsverbindung des Fibrins. Auch ist nicht auBer acht zu 
lassen, daB die Reagensglasversuche nur eine sehr entfernte 
Parallele zum Geschehen im Organismus darstellen und hier 
die Méglichkeit des Mitspielens noch anderer Momente nicht 
von der Hand zu weisen ist. Sollten diese auch nur sekundiar 
verlaufen, so brauchen sie deshalb physiologisch nicht minder 
wichtig zu sein. Hekma weist tibrigens darauf ebenfalls hin. 

Auch im Tierexperiment erwiesen sich unsere Emulsionen 
auBerst wirksam. Es kommt schon bei kleinen Mengen, 1 bis 
2 ccm intravenés eingespritzt, zu einer erheblichen Verkiirzung 
der Gerinnungszeit. Bei tédlichen Dosen fanden wir eine voll- 
kommene Thrombosierung des rechten Herzens. Eine etwaige 
Fettembolie wurde durch genaue mikroskopische Untersuchung 
ausgeschlossen. Da diese Versuche nur orientierenden Charakter 
trugen, so sehen wir von einem genaueren Eingehen auf die- 
selben zur Zeit ab. 

Wir glauben, nun auf diese Weise eine eingehende Be- 
griindung unserer Versuche gegeben zu haben und hoffen auch, 
die Bedeutung der Fette fiir den Gerinnungsvorgang ein- 
leuchtend hervorgehoben zu haben. Durch weitere Untersuchun- 
gen werden wir unsere hier entwickelten Anschauungen noch 
zu bekraftigen und zu vervollkommnen suchen. Vor allen Dingen 
méchten wir aber auch hier nochmals auf die Bedeutung des 
rein quantitativen Momentes bei allen Untersuchungen iiber 
gerinnungsbeschleunigende Substanzen hinweisen, weil, wie wir 


‘) Pauli und Handovsky, diese Zeitschr. 18, 1909; 24, 1910. 
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gezeigt haben, bei Nichtbeachtung dieses Hinweises die schein- 
bar verschiedensten Resultate erzielt werden kénnen und da- 
durch jegliches Vergleichsmoment in Wegfall kommt. 

Dieser Einwand diirfte auch der letzthin erschienenen Arbeit 
von Herrmannsdorfer’) zu machen sein. Wie wichtig gerade 
hier auch die Reaktion des Plasmas ist, um Vergleichswerte zu 
erzielen, diirfte aus unseren Untersuchungen einleuchten. Zweifel- 
los beruht ein groBer Teil der zum Teil widersprechenden An- 
gaben in der Literatur auf dem Nichtbeachten dieser beiden 
Umstande. 

Fassen wir zum Schlu8 das Hauptergebnis dieser Arbeit 
zusammen, so kann es dahin formuliert werden: 

1. die Fettsiuren haben eine spezifische Wirkung 
auf den Ablauf des Blutgerinnungsvorganges. Diese 
Wirkung wachst mit steigender Kohlenstoffatomzahl 
im Molekil, sie 1a8t in diesem Sinne eine homologe 
Reihe erkennen, wie solche schon fiir verschiedene physio- 
logische Vorgange nachgewiesen wurden. 

2. Unsere Untersuchungen stehen im Einklang mit den 
Ansichten Hekmas. Das Flockungsoptimum des Fibrins liegt 
in der Nahe des neutralen Punktes, hier tritt der Ubergang 
des Fibrins in den Geizustand ein. Ein itiberschiissiger Saure- 
zusatz verwandelt das Gel in ein Séurehydrosol. Es bleibt noch 
unentschieden, ob es sich bei dem Ausfallen des Fibrins etwa 
um eine komplexe Fett-EiweiBbindung handelt. 


1) Herrmannsdorfer, diese Zeitschr. 75, 1916. 
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Mit 2 Figuren im Text. 


Schon in der vorhergehenden Mitteilung iiber den EinfluB 
der Fette auf die Blutgerinnung war uns die Beschleunigung 
des Gerinnungsvorganges durch das lipolytische Ferment auf- 
gefallen. Wir haben deshalb letzteres zum Gegenstand einer 
besonderen Untersuchungsreihe gemacht, deren Resultate in 
dieser Arbeit wiedergegeben werden sollen. 

Wir gebrauchten zu unseren Versuchen die Steapsinsolution 
und das Trockenpraparat von Griibler. Ersteres stellt eine 
Lésung der Lipase in Glycerin dar. 

Bei der Priifung der Steapsinsolution auf ihr fermentatives 
Konnen zeigte sich auBer einer auBerst kraftigen Fettspaltung 
auch eine deutliche EiweiBverdauung (Miiller-Jochmannscher 
Plattenversuch). ; 

Wir zogen deshalb noch weitere Fermente zur Kontroll- 
untersuchung heran, so vor allem das Trypsin und Pepsin. 
Unser Trypsinpraparat (Merck) zeigte nun auBer einer starken 
proteolytischen Wirkung auch eine ausgesprochene Fahigkeit, 
Fette zu spalten, wahrend das Pepsin (Witte) in dieser Hin- 
sicht absolut wirkungslos war. Die Kontrollen bestanden, wie 
in der vorangegangenen Arbeit, aus Versuchen mit Thrombo- 
kinase, Gummilésung, Tierkohle und weiterhin dem Lésungs- 
mittel der Lipase, dem Glycerin. 

Wir geben nun im folgenden aus unseren langen Versuchs- 
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reihen wie friiher, um nicht zu weitschweifig zu werden, aus 
jeder Reihe nur einzelne Beispiele wieder. 

Wir glauben uns dazu berechtigt, da alle Versuche véllig 
gleichlautend verliefen und ihre ganze Anfiihrung durch ihre 
Ausdehnung nur stérend wirken wiirde. Auf die Bedeutung 
unserer Resultate werden wir am Schlusse niher eingehen. 
Die iibrige Versuchsanordnung blieb dieselbe wie in unserer 
friiheren Arbeit. y 

In den Tabellen I bis III sind die Wirkungsweisen der 
einzelnen Fermente vergleichsweise angegeben. 


Tabelle I. 


Rinderoxalatplasma je 2 ccm. 





Menge in Tropfen 


Zusatz 1 | 5 10 


Gerinnungszeit in Minuten 
Steapsinsolution ..... . re age 27 I}, —- 

Trypsin 6°), . —- 
20 31 




















Pepsin 6°, . . 33 
Thrombokinase 22 3 3 
Tristearin . . 27 13 18 
NaCl 0,9°/, 13 13 13 
Glycerin . 22 50 60 
Tabelle II. 
Rinderoxalatplasma je 2 ccm. 
Menge in Tropfen 
Zusatz 1 B) 10 
Gerinnungszeit in Minuten 
IN eer ec ct ek eS 8  P (iy, 
Trypsin 10°/, (in Glycerin) ...... (an 120 
Pepsin 10°/, (, Oe aes ie 18 27 
gS Sis aie am -- 27 
Tristearin + Steapsin AY, 
Tristearin -+- Trypsin . CF ae -- 
Tristearin +- Pepsin .... . ar — 10 
gp a gait Ni . 13 





Gerinnungszeit des Plasmas allein = 38 Min. Die unter 
der Rubrik Steapsinsolution in der dritten Reihe eingeklammerte 
Zahl (1°/,) bedeutet klumpig, d.h. nicht vollkommen geronnen. 
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Tabelle III. 





Steapsinsolution : 
Trypsin 10°), (in NaCi) . 
Pepsin 10°/) (» 
Tierkohle 2°) . 
Gummilésung 2°), 


NaCl 0,9°/, 
Glycerin . 


Pferdeoxalatplasma je 2 ccm. 


1 





11%), 
12 





13%), 


3) 


9 
1] 
§}/, 


12 


Gerinnungszeit in Minuten 


Menge in Tropfen 


10 


1 
2 


~1 & -1 0 


we 


13*/, 


Es erhellt aus diesen Versuchen die eminente Uberlegen- 


heit der Lipase (Steapsinsolution) im Vergleiche zu allen iibrigen 


Fermenten. 


Tabelle IV. 


Pferdeoxalatplasma, 3 Tage alt, je 2 ccm. 











4 ¢|o8 82! ¢ 
2 | o o's 
Sel eb | eS | ae Bek! S 
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Zusatz 3 Tropfen cil cse|oes | os Ss_| =] 
<a |=" |S )Se BSE g 
—] A S| < 
Gerinnungszeit in Minuten 
: ace ah ie | — 
Steapsinsolution 1 b44, 7 1 1 @i- 
Tristearin -~ -- - — — | 18 
Stearinseife - - - - | ® 
NaCl 0,9°, ~ _ _— — | 18—90 
Glycerin abs. . — -— | 60 
re 70°/, a | 59—150 
> 80%, }-|—-]|]-|-—] 6 





Die Wirkung der Lipase beziiglich der Beschleunigung der 








die der Thrombokinase. 


diesen Versuchen nicht festgestellt werden. 


Blutgerinnung ist in geeigneter Konzentration weit starker als 
Auch hier findet sich je nach der 
Menge des Fermentzusatzes eine Beschleunigung resp. Ver- 
zogerung des Gerinnungsprozesses. 
wirkung liegt bei 3 bis 5 Tropfen. 


Das Optimum der Lipase- 
Von 10 Tropfen an setzt 


eine deutliche Hemmung ein. Das Lésungs- resp. Dispersions- 
mittel der Lipase, das Glycerin, ist, wie aus den Kontroll- 
versuchen ersichtlich, ohne jeden EinfluB resp. ruft in jeglicher 
Konzentration eher eine Verzégerung der Gerinnung hervor. 
Ein wesentlicher EinfluB des Trypsins oder Pepsins konnte in 


Auch die Kombi- 
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nation von Tristearin und Steapsin ruft dieselbe giinstige Wir- 
kung hervor. Hier zeigt auch das Pepsin eine minimale be- 
schleunigende Wirkung (Tabelle II). Nun enthielt unser Pepsin- 
praiparat nicht unwesentliche Mengen Salzséure. Setzten wir 
in Kontrollversuchen eine gleichstarke HCl-Menge zum Plasma, 
so trat genau dieselbe Wirkung wie beim Pepsin hervor, so daB 
der geringe EinfluB des letzteren sicher nur auf die beigemengte 
Mineralsiure zu beziehen ist. 
Tabelle V. 


Pferdeoxalatplasma, 1 Tag alt, je 2 ccm. 











Fettsubstanz mit 5 Tropfen 
Zusatz oral Pepsin Trypsin Steapsin- 
oiteia 10°), 10°), solution 
Gerinnungszeit in Minuten 
Tristearin 0,5. 5 6 | 9 5 (1*/,) 
1,0. 5 #7), | #1, P), 
Tripalmitin 0,5. 3 eS, | 14), 
1,0. 3 4, | atl, 5 (1%/,) 
Triolein 0,5. 3 ef ft 9 j1 (17/3) 
1,0. 3 6 | 4, j1 (12/2) 
Stearinsiure 0,05 5 6 | 5 (1"/3) 
0,1 5 4), | 4%, 8 (11/,) 
0,2 3 4), | #/, 3 (11/9) 
Palmitinsdiure 0,05 5 6 | 4%, 3 (11/,) 
0,1 5 , | o, 5 (11/2) 
Zor 3 i, | Ole 3 (17/3) 
Oleinsaure M6. sae 3 61), G/, | 44, 3 (11/,) 
eee 5 4), | 44, 3 (1%),) 
| eee 3 it on a > 3 (1*/9) 
Stearinseife 0,5. 33/5 6 6 1%/. 
1,0. 31), 4y, | 5 9 (3) 
Oleinseife 0,5 . 5 9 75 5 (2) 
1,0. 120 75 110 
Thrombokinase 0,2 . 3 - — 
0,5. 3 — | — _ 
NaCl 0,9°/, 0,5. 9-18 . " 
10: 9/, — 


(Die eingeklammerten Zahlen bedeuten nicht voéllig geronnen, son- 
dern klumpig.) 

In Tabelle IV wurde das Steapsin einer 24 stiindigen Ather- 
extraktion (Apparat Embden-Lind) unterzogen; wir sehen, der 
EinfluB auf die Blutgerinnung bleibt derselbe. Auch die Neu- 
tralisation der Fermentlésung blieb ohne jede Wirkung, im 
Gegensatze zur Inaktivierung des Ferments. Die 24stiindige 
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Atherextraktion schidigte, wie stalagmometrisch festgestellt 
wurde, das Ferment in keiner Weise. 

In Tabelle V priften wir Neutralfett, Seife und Fettsaiure 
unter Zusatz der verschiedenen Fermente. Auch hier tritt wieder 
die Wirkung des Steapsins deutlich zutage im Gegensatze zu 
den proteolytischen Fermenten. 

Die Versuche, die in Tabelle VI und VII angefiihrt sind, 
wurden in der Weise ausgefiihrt. daB immer genau gleiche 
Fermentmengen angewandt wurden. Wir benutzten deshalb das 
Steapsintrockenpraparat; dasselbe wurde genau wie das Trypsin 
und Pepsin in physiologischer Kochsalzlésung aufgeschwemmt. 
Wahrend nun Trypsin und Pepsin glatt in Lésung gingen, war 
dies bei dem Steapsin nicht der Fall, es bildete vielmehr eine 
grobe Emulsion, deren Fettspaltungsvermégen, wie spiter ge- 
zeigt werden wird, auBerst gering war. Es war deshalb auch 
eine auBerst geringe Beeinflussung des Gerinnungsvorganges zu 
erwarten, was sich auch als richtig erwies. Wir benutzten die 
Emulsion trotzdem, weil es uns wichtig erschien, bei diesen 
Versuchen von genau gleichen Gewichtsmengen der Trocken- 
substanzen auszugehen. Die betreffenden Trockenpraparate 
(Steapsin, Trypsin, Pepsin, Thrombokinase) wurden nun einer 
24 stiindigen Petrolither- resp. Atherextraktion unterzogen, 
dann die extrahierte Substanz und Atherriickstand getrennt, 
auf ihre Wirkung gepriift und schlieBlich noch Versuche mit 
Kombinationen durch Mischung beider resp. mit Tristearin an- 

















gestellt. 
Tabelle VI. 
Pferdeoxalatplasma, 6 Tage alt, je 2 ccm. 
Extra- “ Extrah. Extrah. 
a: hiertes bern Ferment | Ferment | Kontrollen 
oe Ferment + Extrakt |+Tristearin 
Zusatz Zusatzmenge in Tropfen é 








Gerinnungszeit in Minuten 











Steapsin (ungelést) .| 720 | 240] 720 720] 150, 60] 720 | 150] 60 | 
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Wie aus Tabelle VI und VII ersichtlich ist, wurde vor allem 
die Wirkung der Thrombokinase durch Atherextraktion voll- 
kommen aufgehoben, wahrend durch Hinzufiigen des Ather- 
riickstandes diese Wirkung nicht nur wieder hergestellt, sondern 
sogar weit tbertroffen wurde. 

Tabelle VII. 


Pferdeoxalatplasma, 3 Tage alt, je 2 ccm. 








Ent- In- Neutrali-| |, 
Auseenge fettetes |‘aktiviertes siertes aa 
® | Ferment | Ferment | Ferment | “°°” 
Zusatz need? Pes ee Be a 
Zusatzmenge 10 Tropfen 
Gerinnungszeit in Minuten 
Steapsin (ungelést)| 30 33 si #9) =’ 
Trypsin ies 23 16 28 30. CO 
Thrombokinase . . 9 21 29 13 
ee ree 13 16 19 16 
Tristearin . ar ~ - —- 9 
Stearinsiure ... — ; -— 4 
NaOi 0,9°,.... — - 13—19 





Simtliche Fermentlésungen in Tabelle VI und VII sind 
1° ,ige Aufschwemmungen in physiologischer Kochsalzlésung. 

Auch beim Steapsin- und Trypsinatherriickstand ist dic 
Wirkungszunahme eine ausgesprochene. Die Wirkung des Pep- 
sins ist wohl reine HCl-Wirkung, wie besonders in Tabelle V1 
aus der Kombination mit Tristearin hervorgeht, wo es zu einer 
Abspaltung der freien Fettsiure kommt. DaB das Ferment 
beim Pepsin keine Rolle spielt, erhellt aus der geringen Diffe- 
renz in der Wirkung zwischen neutralisiertem und inaktiviertem 
Ferment (Tabelle VII). Dasselbe trifft hier auch fiir das Trypsin 
zu im Gegensatze zu den Resultaten beim Steapsin und der 
Thrombokinase in derselben Versuchsreihe. 

Die Wirkung des Atherriickstandes des Trypsins und Steap- 
sins kann nur auf die Fette bezogen werden. Beide Fermente 
gaben deutlichen Fettriickstand. Der Atherriickstand des Pep- 
sins war minimal und glatt wasserldslich, er reagierte sauer 
und gab reichlichen Niederschlag mit Silbernitrat. Seine Wir- 
kung diirfte dementsprechend auf der in den Ather iibergegan- 
genen HCl beruhen. 

Von speziellem Interesse erschien es uns nun, die fett- 
spaltende Wirkung der zu den Versuchen gebrauchten Ferment- 
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l6sungen genau quantitativ festzustellen. Wir beniitzten hierzu 
das stalagmometrische Verfahren in der Anordnung von Micha- 
elis und Rona. Die Fermente wurden in 1°/,igen Lésungen 
in H,O verwandt, von der Steapsinsolution 1 ccm der Original- 
l6sung in Glycerin. Das Mengenverhaltnis von Fermentlésungen 
zur Fettlosung war immer 1:50. Als Regulator diente ein 
Phosphatgemisch. 


Tabelle VIII. 


130 





5’ 5 45’ 50° 
Monobutyrinspaltung. 


Ordinate —- Tropfenzahl. Abszisse = Zeit in Minuten. 


resent ietiaee durch Pepsin (1°/,ige Lésung) . — Kurve I, 
durch Steapsin (grobe Emulsion 


RR pe See ae se 
durch Trypsin (1°/,ige Loésung) = +, OR 
durch Thrombokinase (Kanin- 

chenleber nach Morawitz) . 6 ee 
durch Steapsinsolution .. . ee, C 


durch Thrombokinase (aus Leber 
von Hirudinkaninchen nach 
| SE Oe ieee mE 

Tabelle VIII und IX geben die Resultate der entsprechen- 
den Versuche wieder. Wir entnehmen aus denselben, da8 das 
Pepsin, wie zu erwarten war, keinerlei fettspaltende Wirkung 
auBert (Kurve I). Ebenso zeigt das Trockenpriparat Steapsin, 
da es vollkommen wasserunléslich ist, nur minimale Spaltung 
(Kurve II). Gering, aber immerhin deutlich, ist die Fettspaltung 
des Trypsins (Kurve III). Sehr kraftig spalten das in Glycerin 
geléste Steapsin und die Thrombokinase (Kurve V und IV). 
Wir finden also bei den Fermenten, welche die kraftigste Fett- 
spaltung hervorrufen, verglichen mit den vorhergehenden Ver- 
suchen, auch die deutlichste Beschleunigung der Blutgerinnung. 
Durch Atherextraktion konnte die Fermentwirkung nicht wesent- 
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Tabelle IX. 


140 


730 


720 


110 


700 }- 





80 





5 6 0) 66 20° 25’ 50" 


Tributyrinspaltung. 
Ordinate — Tropfenzahl. Abszisse — Zeit in Minuten. 
Bezeichnung genau wie in Tabelle VIII. 


lich geschaédigt werden, bei dem Steapsin nahm die Spaltung 
durch extrahiertes Ferment eher etwas zu. Die Thrombokinase 
erschien etwas durch die Extraktion geschwicht. 


. Tabelle X. 
Kaninchenblut (Hirudin 0, Je 




















Zusatz aa Gerinnungszeit 
Thrombokinase iahedids 1,0 on ee a ae 16 Std. 
SE Te 18 » 
Tristearin 1,0 ccm . . Boos Wa iabad! ao tueaery 12 » 
Steapsinsolution 3 Tropfen ee oe, ar a 
Tristearin 1,0 +- Steapsinsolution 3 ‘Tropten rere te sofort 
NaCl-0,9°/, 1,0 com ; 


Vabelle XI. 


Kaninchenblut (Hirudin 0,1). 





Fermentmenge 

















in Tropfen Steapsinsolution 
Zusatz - ac —— 
a 10 
Gerinnungszeit in Minuten 
Tristearin 05. 41/, —_ — 
1G . 41), 
Tripalmitin 0,5 . a, | 
Le -. 41), | 
Triolein OS . i CF _ 
i. 5 (19#/,) = 
Thrombokinase 0,5 . — klumpig 40 
ED: :. | 35 
NaCl 0,9°/, 0,5 | 65 
1,0 30 
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In Tabelle X bis XIII fiigen wir noch Versuche mit Hirudin- 
blut an. Auch hier war die Wirkung der Fette und des Steap 
sins auffallend. Besonders das letztere wirkte weit starker als 
die Thrombokinase; am deutlichsten tritt dieser EinfluB in der 
Kombination Lipase --- Fett hervor. 


Tabelle XII. 
Kaninchenblut (Hirudin 0,045). 











Steapsin- | Trypsin Pepsin 
solution baal > 5%, 
Zusatzmenge 0,5 Menge in Tropfen 


1.5 10]1 5 10J1 5 10 
Gerinnungszeit in Minuten 


Thrombokinase, inaktiviert 33 Min, . 112) 2 |24/, 


























33 | 33 | — 33 
aktiv 21 Min. .. . - —f—|— —J—)—) 
NaCl 09%, . ee a eo eRe — -- -| - — a 
Tabelle XIII. 
Kaninchenblut (Hirudin 0,045). 
Zusatz 
TRI 5 nn Ses wae te Ie 
Tristearin +- Steapsinsolution 1 Tropten Sofort. 
5 
10 
Thrombokinase 1,0 . . io we n 
Thrombokinase inaktiviert 1,0... . . 48 Stunden. 
Thrombokinase inaktiviert 
~- Steapsinsolution 1 Tropfen | Sofort. 
- Sofort geronnen beim Ein- 
fiillen der Thrombokinase. 
10» Sofort (wie oben). 
| og A een ana aieroen as” aie ak aa rane EN 12 bis 48 Std. 
co RRA ee Gar eieamr arte. Sapa tA 35 Min. 
Glycerin 1 Tropfen | 12 Std. 
5 30 Min. 
10» 12 Std. 
Trypsin 5°/, 5» 40 Min. 
EO ich 
Pepsin 5°/, 5 
10 





Die Wirkung der Thrombokinase wird vielfach um das 
3 bis 10fache iibertroffen (Tabelle X und XI). 

Besonders deutlich tritt am Hirudinblut der bedeutende 
Unterschied zwischen lipolytischem und proteolytischem Ferment 
zutage (Tabelle XII). Auffallend war auch die fettspaltende 
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Wirkung der Leber von Hirudinkaninchen. Wir geben in Ta- 
belle VIII und IX die entsprechenden Kurven wieder (Kurven VI). 
Wir sehen aus ihnen eine ganz erhebliche Zunahme der lipo- 
lytischen Kraft der Leber im Gegensatz zur gewoéhnlichen Ka- 
ninchenleberthrombokinase (Tabelle VIII und IX, Kurven IV). 
In diesen Versuchen mit Hirudinblut fiel uns eine geringe be- 
schleunigende Wirkung des Glycerins bei bestimmter Konzen- 
tration auf, jedoch war diese Wirkung so unbedeutend, daB 
sie auBer acht gelassen werden kann. 


Besprechung der Versuchsergebnisse. 

Bei dem in allen unseren Versuchen deutlich hervorgetre- 
tenen tiberaus beschleunigenden Einflu8 der Lipase auf die 
Blutgerinnung interessierte uns speziell die Frage, ob es sich 
bei dieser Wirkung um eine spezifische Fermentwirkung han- 
delte, oder ob andere Organextrakte einen gleichwertigen Er- 
satz bildeten. 

Wenn wir nun die einzelnen Fermentpraparate einer naheren 
Betrachtung unterziehen, so stellt die von uns verwandte Steap- 
sinsolution (Griibler) eine verdiinnte Glycerinlésung dar. Sie 
enthalt minimale Spuren von Eiwei®, ihre Reaktion ist aus- 
gesprochen sauer, ihr Fettspaltungsvermégen ist auBerst kriftig, 
wie aus den Stalagmometerversuchen (Tabelle VIII und IX) 
hervorgeht. Sie besitzt auch geringe proteolytische Wirkung, 
jedoch ist dieselbe im Vergleiche zum Trypsin als auBerst ge- 
ring zu betrachten. Irgendwelchen EinfluB des Glycerins auf 
die Blutgerinnung glauben wir, durch unsere quantitativ mdg- 
lichst variierten Kontrollversuche ausgeschlossen zu _ haben. 
Seine geringe beschleunigende Wirkung beim Hirudinblut kommt 
im Vergleich zur Lipasewirkung nicht in Frage. Was das Lipase- 
trockenpraparat anbelangt, so geht aus unseren Versuchen her- 
vor, daB es infolge seiner minimalen Léslichkeit lipolytisch fast 
unwirksam ist und dementsprechend auch eine nur ganz ge- 
ringe Wirkung auf die Blutgerinnung ausubt. 

Von den iibrigen zu unseren Untersuchungen verwandten 
Fermenten enthielt das Trypsin (Merck), das vollkommen wasser- 
léslich war, betrichtliche Mengen EiweiB.- Sein Fettspaltungs- 
vermégen war ausgesprochen (Tabelle VIII und IX), jedoch 
wesentlich geringer als seine proteolytische Wirkung. Das Pep- 
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sinum solubile Witte enthielt endlich betrachtliche Mengen von 
Chlorionen, sein Fettspaltungsvermégen war gleich Null. 

In der Thrombokinase (nach Morawitz dargestellt) fanden 
wir eine auffallende Menge Fett. 

Die Extraktion des Trockenpulvers ergab als Atherriick- 
stand ein Drittel des Gesamtgewichts. Der Petrolatherriick- 
stand war quantitativ um ein weniges geringer. Die Eiweib- 
menge der Thrombokinase betrug nach Esbach 7°/,, auBer- 
dem waren reichlich gallensaure Salze darin enthalten. Am 
meisten interessierte uns ihre Fettspaltung, und, wie aus unseren 
Versuchen (Tabelle VIII und IX) deutlich hervorgehen diirfte, 
ist dieselbe eine auBerst kraftige. Es war klar, daB bei diesem 
Stoffgemenge bei der Wirkung der Thrombokinase an eine 
Summation gedacht werden muBte, da ja jeder einzelne dieser 
Bestandteile einen EinfluB auf die Blutgerinnung ausiibt. 

Bei der vergleichenden Priifung der einzelnen Fermente 
beziiglich ihres Effektes auf die Blutgerinnung ergab sich nun, 
wie schon Ofters betont, eine dauBerst starke Wirkung der 
Steapsinsolution, sowohl allein als auch besonders in Kom- 
bination mit Triglycerid. Trypsin beschleunigte den Gerinnungs- 
effekt nur wenig, Pepsin noch weniger (Tabelle V), es wirkte 
meist wie einfacher NaCl-Zusatz. Wir wiesen schon darauf 
hin, daB dieser geringe EinfluB des Pepsins auf seinen Gehalt 
an Salzsiure zu beziehen war. Thrombokinase zu Triglycerid 
zugefiigt konnte sogar hemmen. Es handelte sich hier zweifels- 
ohne um die Uberschreitung des Siureoptimums fiir die Aus- 
fillung des Fibrins, wie wir es in unserer friiheren Arbeit 
dargelegt haben. 

Vergleicht man die Wirkung der einzelnen Fermente auf 
den Blutgerinnungsablauf mit ihrem Fettspaltungsvermégen an 
Hand der stalagmometrischen Kurven (Tabelle VIII und IX), 
so ist die Proportionalitét zwischen Beschleunigung 
des Gerinnungsprozesses und Fettspaltungsvermégen 
deutlich ausgepragt. 

Wir konnten auch die intensive Wirkung der Kombination 
Fett +- Lipase und Lipase allein am Hirudinplasma (Tabelle X 
bis XIII) dartun. Gerade hier war der Einflu8 vielfach ein 
solch kriftiger, daB das Hirudinblut oft momentan zur Ko- 
agulation gebracht werden konnte. Besonders auffalelnd er- 
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schien uns die fettspaltende Wirkung der aus der Leber des 
Hirudintieres gewonnenen Thrombokinase, im Vergleiche zur 
Thrombokinase aus der Leber des Normaltieres. Die stalagmo- 
metrischen Kurven der Tabellen VIII und IX zeigen, wie er- 
heblich die fettspaltende Kraft der Hirudin-Thrombo- 
kinase zugenommen hat. Auch im Blute zeigte sich eine 
wesentliche Zunahme des Fettspaltungsvermégens gegen Neutra!- 
fett, wenig nur gegen Ester. Wir haben schon zu Anfang 
dieser Arbeit darauf hingewiesen, da fiir die Wirkung der Lipase 
auf die Blutgerinnung ihre Menge eine Rolle spielt; so trat bei 
Steigerung der Menge bis auf 10 Tropfen Steapsin eine Hem- 
mung resp. Aufhebung der Gerinnung ein. Das Optimum der 
Wirkung des Steapsins lag bei 3 bis 5 Tropfen. Vielleicht 
spielt in dieser Hinsicht das Lésungsmittel des Steapsins, das 
Glycerin, eine Rolle. Es hemmt in starkerer Konzentration 
die Gerinnung betrichtlich. Es wire méglich, daB die Hem- 
mung bei vermehrtem Steapsinzusatz auf die gréBere Menge 
von Glycerin bezogen werden miibte. Wie wichtig die Be- 
achtung dieses rein quantitativen Momentes ist, geht aus den 
Arbeiten Zacks') hervor. Zack bezeichnet das Steapsin als 
absolut gerinnungshemmend. Das ist erklarlich, da er nur mit 
groBen Mengen (10 Tropfen) gearbeitet hat und so durch Nicht- 
beachtung der quantitativen Verhaltnisse die enorm beschleu- 
nigende Wirkung kleinerer Fermentmengen iibersah. 

Wir betonten schon oben, daB die Steapsinsolution aber 
auch eine betrachtlich saure Reaktion aufwies. Es wire so 
fernerhin noch denkbar, abgesehen von dem eben erwiahnten 
Umstande, daB die Hemmung der Blutgerinnung in unseren 
Versuchen durch Zufiigen groBerer Ferment- und denselben 
beigefiigten gréBeren Siuremengen, durch eine Ubersiuerung 
und damit Uberschreiten des Flockungsoptimums, bedingt war, 
analog unseren Versuchen in der vorhergehenden Arbeit, so 
da8 das Fibrin im Sinne Hekmas als Saurehydrosol in Lésung 
bliebe. Da& aber diese dem Ferment beigemischte Siuremenge 
in geringer Konzentration fiir die enorm beschleunigende Wir- 
kung im Sinne der Neutralisierung des Fibrins als Alkali- 
hydrosol bestimmt nicht in Frage kommt, geht aus unseren 
Versuchen in Tabelle IV und VII deutlichst hervor. 


1) Zack, l. ec. (siehe unsere vorhergehende Arbeit). 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 24 
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Hier zeigt das neutralisierte Ferment genau dieselbe, sogar 
noch eine starkere Wirkung wie das nicht neutralisierte. Diese 
starke Zunahme des Fettspaltungsvermégens in der Leber und im 
Blute des Hirudintieres ist vielleicht fiir die Hirudinwirkung 
nicht ohne Bedeutung. Eine Erklairung fiir letztere an Hand 
unserer Versuche zu geben, ist nicht mdglich. Es bedarf hier 
noch weiterer Arbeit. Wir sind zur Zeit mit weiteren dies- 
beziiglichen Untersuchungen beschiftigt. Jedenfalls glauben 
wir aber, auf die ausgesprochene Einwirkung der Lipase und 
Fette auch auf das Hirudinblut hier schon auf Grund dieser 
Untersuchungen hinweisen zu k6nnen. 

Die Rolle der Lipase bei der Blutgerinnung trat auch 
dann zutage, wenn wir statt Triglyceriden freie Fettsiuren zu- 
mischten. Man kann hier den Gedanken, die Lipase als 
Synthease bei der Bindung von Fettsaure an Eiweif zu be- 
trachten, eine Ansicht, die sich ja auch vielfach in der Lite- 
ratur, so bei Hamsick’) findet, nicht ganz von der Hand 
weisen, 

Bei der vergleichenden Prifung der einzelnen Fermente 
beziiglich ihrer Wirkung auf die Blutgerinnung ergab sich eine 
proportionale lipolytische Fahigkeit derselben. Es zeigte 
sich fiir beide Prozesse in bezug auf Reaktionsgeschwindigkeit 
die Reihenfolge: Steapsinsolution, Thrombokinase, Trypsin, 
Pepsin. Zwecks besserer Vergleichbarkeit ginger wir nun von 
Trockenpraparaten aus und stellten, ohne Riicksicht auf die 
Unléslichkeit des Steapsintrockenpriparates, von allen vier 
Organpulvern 1°/,ige Aufschwemmungen in H,O resp. physio- 
logischer NaCl-Lésung dar. Um zu entscheiden, wieweit die 
den Organpulvern beigemengten Fette eine Rolle spielen, wurden 
die Pulver einer 24stiindigen Atherextraktion im Soxhlet unter- 
worfen, Die so extrahierten fettfreien Praparate wurden in 
physiologischer NaCl-Lésung gelést zum Versuch gebracht. 

Um die fermentative Wirkung der einzelnen Praparate 
festzustellen, wurden Vergleichslésungen durch Erhitzen auf 70° 
inaktiviert und schlieBlich, um auch den EinfluB des Saure- 
grades der Fermentlésungen kennen zu lernen, als Kontrollen 
mit "/,)-NaOH neutralisierte Lésungen in den Versuch eingestellt. 


1) Hamsick, Zeitschr. f, physiol. Chem. 71, 1911. 
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Es zeigte sich nun, daB die Entfernung des Fettes aus 
der Thrombokinase die Wirkung derselben auf die Blutgerinnung 
vollig aufhob (Tabelle VI und VII), wahrend die lipolytische 
Kraft der Thrombokinase erhalten blieb. Wie aus Tabelle VII 
ersichtlich ist, war jedoch bei nicht zu altem Plasma die Wir- 
kung der entfetteten, aber noch lipasehaltigen Kinase im Ver- 
gleich zur inaktivierten Thrombokinase etwas beschleunigend. 
Es zeigte sich, daB die Thrombokinase beziiglich ihres Ein- 
flusses auf die Blutgerinnung vollkommen durch ihren 
Atherextrakt ersetzt werden kann. Gerade der Versuch 
in Tabelle VII zeigt deutlich den EinfluB des Entfettens und 
Neutralisierens im Vergleiche zum Inaktivieren der Thrombo- 
kinase. Die Neutralisation ruft eine Verzégerung hervor, jedoch 
ist die Hemmung wesentlich geringer als durch die Entfettung. 
Es war ja auch a priori schon anzunehmen, daB bei der sauren 
Reaktion der Thrombokinase diese an und fiir sich schon eine 
gewisse Beschleunigung der Gerinnung hervorrufen wiirde. Dab 
die Wirkung der entfetteten Thrombokinase trotz erhaltenem 
Fettspaltungsvermégen im stalagmometrischen Versuche im Ver- 
gleiche zur Vollthrombokinase herabgesetzt war, diirfte wohl 
durch die Atherextraktion bedingt sein, indem dadurch der 
Lipase der ,Nahrboden“ entzogen wurde. Bei der Steapsin- 
solution verlief der Versuch wesentlich anders. Hier lieferte 
schon die Atherextraktion im Vergleiche zur Thrombokinase 
einen ganz minimalen Riickstand. Es war so schon von vorn- 
herein wahrscheinlich, daB, da das Steapsin fast keine ather- 
léslichen Bestandteile enthielt, auch die Wirkung des ex- 
trahierten Teiles mit der des Ausgangsmaterials identisch ver- 
laufen wiirde. Das bestatigte sich auch (Tabelle IV). Man 
kann hier in der Tat nur von einer reinen Fermentwirkung 
sprechen, da der EinfluB der beigemischten Saéiuren, wie aus 
dem Neutralisationsversuch hervorgeht, nur gering ist. Beim 
Trypsin zeigte der Atherextrakt, wie nach unseren friiheren 
Auseinandersetzungen nicht anders zu erwarten war, ebenfalls 
eine geringe beschleunigende Wirkung. Der Atherriickstand 
des Pepsins enthielt reichliche Mengen Salzsiure, die als Ur- 
sache von dessen Wirkung, wie schon oben betont, angesehen 
werden muBten. Die Neutralisation der entsprechenden, den 


Fermenten beigefiigten Sauren rief allgemein eine Verzogerung 
24% 
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hervor, eine Tatsache, die mit unseren Anschauungen gut 
iibereinstimmt. Nur die Steapsinsolution (Tabelle IV) machte 
hiervon eine Ausnahme, was uns erklarlich erscheint, indem 
ja gerade die Lipase im neutralen resp. alkalischen Milieu ihre 
beste Wirksamkeit entfaltet. Es ist dies unserer Ansicht nach 
ein Umstand mehr, hier von einer reinen Fermentwirkung auf 
den Ablauf des Gerinnungsprozesses zu sprechen. Diese Ab- 
hangigkeit der Fermentwirkung von der H’-Ionenkonzentration 
bei der Blutgerinnung zeigte sich auch hier in Kohlensaure- 
versuchen. Bis zu einer CO,-Konzentration von 15°), konnte 
eine Beschleunigung der Fermentwirkung erzielt werden, dariiber 
hinaus trat eine ausgesprochene Hemmung ein, am starksten 
beim Trypsin und Steapsin. Diese hemmende Wirkung war 
natiirlich reversibel, im Gegensatz zur Hemmung durch ent- 
sprechende Konzentrationen von Mineralsauren. 

Die Bedeutung des lipolytischen Fermentes bei biologischen 
Vorgingen ist wohlbekannt. Wir erinnern an die diesbeziig- 
lichen Untersuchungen von Pribram und Léwy’), ferner an 
die Arbeit von Neuberg und Reicher’), in der eine Pro- 
portionalitat zwischen Lipasegehalt und dem Auftreten von 
baktericiden und hamolytischen Eigenschaften des Serums fest- 
gestelit wurde. Wir weisen hier auch auf die Untersuchungen 
von Bergel*) hin, der eine Steigerung der Lipolyse im Serum 
bei allen Krankheiten, die mit einer Lymphocytose verlaufen. 
nachwies. Er faBt vielfach die Lipolyse als eine Antikérper- 
bildung gegeniiber lipoidhaltigen Krankheitserregern auf. Auch 
die interessanten Untersuchungen Metalnikoffs‘) iiber das 
Verhalten der Serolipase bei chronischen Infektionen weisen 
auf die groBe Bedeutung dieses Fermentes hin. Auf die nach 
den Untersuchungen von Rona und Bien*) wahrscheinlich 
gemachte Verschiedenheit der einzelnen Lipasen wollen wir 
hier nicht naher eingehen. 

Jedenfalls glauben wir, die Bedeutung des lipolytischen 
Fermentes auch fiir die Physiologie der Blutgerinnung 


*) Pribram und Lowy, Zeitschr. f. physiol. Chem. 76, 1911/12. 
*) Neuberg und Reicher, diese Zeitschr. 4, 1907. 

») Bergel, Deutsch. Arch. f. klin. Med. 106, 47, 1912. 

*) Metalnikoff, diese Zeitschr. 1, 1906. 

5) Rona und Bien, diese Zeitschr. 59, 1914. 
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nachgewiesen zu haben. Da8 wir in dieser Hinsicht speziell 
an die Blutlipase denken, geht aus unserer ganzen Be- 
trachtungsweise hervor. Die Richtigkeit derselben werden wir 
durch fortlaufende Versuche zu stiitzen suchen. Weitere Unter- 
suchungen sind gerade auf diesem Gebiete um so dringlicher, 
als unsere Kenntnisse iiber dieses Blutferment noch sehr 
geringfiigig sind, was am besten aus dem Satze Oppenheimers 
in seinem Lehrbuch’): ,,... seine physiologische Bedeutung ist 
wahrscheinlich auBerst geringfiigig“ hervorgeht. 

Die beschleunigende Wirkung von Organextrakten kann 
unserer Ansicht nach ungezwungen auf ihren Gehalt an Fetten 
und Lipasen bezogen werden. Enthalten doch die Organ- 
extrakte nach den Untersuchungen von Izar*) alle in erheb- 
licher Menge diese Korper. Auch das in letzter Zeit in der 
Klinik als blutgerinnungsbeschleunigendes Mittel vielfach an- 
gewandte Koagulen enthalt nach unseren Analysen Spuren 
von EiweifS und groBe Mengen Fette und Cholesterine. Auch 
die von Pekelharing*) nachgewiesene Aktivierung der Lipase 
des Pankreas durch Ca-Salze scheint uns beziiglich des Ge- 
rinnungsproblems sehr bemerkenswert. 

In neuester Zeit ist die Frage, ob die Blutgerinnung ein 
fermentativer Vorgang ist, wieder ins Schwanken geraten. Vor 
allem durch die schon erwahnten Untersuchungen Hekmas. 
Auch Morawitz hat jetzt in einer Arbeit von Stromberg‘) 
mit gewichtigen Griinden gegen die Fermenttheorie Stellung 
genommen. Nun, diese Frage ist noch keineswegs geklart. 
Nach unseren Untersuchungen scheint die Frage der Ferment- 
beteiligung nicht unmdéglich. Nur glauben wir, in dieser Hin- 
sicht der Lipase eine besondere Rolle zuerkennen zu miissen. 
Wenn wir auch den Satz: Ohne Lipase und Fette keine Blut- 
gerinnung, keineswegs zur Zeit noch beweisen kénnen, so soll 
er uns immerhin im Hinblick auf unsere vorhergegangenen 
Untersuchungen als Leitmotiv fiir weiteres Arbeiten dienen. 

Eine Stiitze unserer Ansicht, der Lipase eine ausgesprochene 
Rolle im Blutgerinnungsprozesse zuzuerkennen, sehen wir auch 


*) Oppenheimer, Die Fermente. 1913. 

*) Izar, diese Zeitschr. 40, 1912. 

‘) Pekelharing, Zeitschr. f. physiol. Chem. 81, 1912. 
*) Stromberg, diese Zeitschr. 37, 1911. 
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in unseren Versuchen mit reinen Fibrinogenlésungen. Dieselben 
konnten durch Fettzusatz zum Ausflocken gebracht werden. 
Noch intensiver war die Wirkung bei weiterem Hinzufiigen 
von einigen Tropfen Lipase. So konnte eine sofortige massige 
Koagulation erzielt werden. 

Die Schwierigkeiten, die sich hier entgegenstellten, sind 
vor allem in der Unreinheit der Fermentpriaparate gelegen. 
jedoch hoffen wir, in kiirzerer Zeit noch manches zur Be- 
festigung unserer Ansichten in der gegebenen Richtung bei- 
tragen zu k6nnen. 

Wir fassen zum Schlusse das Ergebnis dieser Arbeit dahin 
zusammen: 

1. Von den Fermenten wirkt dasjenige am starksten 
auf die Blutgerinnung, das das kriaftigste Fettspal- 
tungsvermoégen besitzt. Es besteht eine gewisse Pro- 
portionalitat zwischen Lipolyse und Beschleunigung 
der Blutgerinnung. 

2. Die Wirksamkeit der Morawitzschen Thrombokinase 
entfallt zum gréBten Teil auf die in ihr enthaltenen ither- 
léslichen Substanzen. Sie kann durch letztere beziiglich 
ihrer Wirkung ersetzt werden. Als zweiter Gerinnungsfaktor 
ist die Leberlipase zu betrachten. 

3. Die beschleunigende Wirkung der Organextrakte auf 
die Blutgerinnung ist eine Folge ihres Lipase- und Fett- 
gehaltes. 

















Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. 
III. Mitteilung. 
Von 
B. Stuber und Fr, Partsch. 
(Aus dem Laboratorium der mediz. Klinik zu Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 22. August 1916.) 


Hatten unsere vorgehenden Arbeiten den Zweck verfolgt, 
die Bedeutung der Fette und der Lipase fiir den Gerinnungs- 
prozeB ganz allgemein darzulegen, so war als natiirliche Folge 
die Absicht gegeben, den EinfluB dieser Substanzen auch am 
entfetteten Plasma zu untersuchen. Dieser Arbeit soll diese 
Aufgabe zukommen. Beziiglich der technischen Einzelheiten 
haben wir uns die Untersuchungen von Zack’) zugrunde ge- 
legt. Das Oxalat resp. Citratplasma wurde einer 36- bis 48- 
stiindigen Petrolitherextraktion im Embden-Lindschen Apparat 
unterworfen. Der Petrolither durch Luftdurchleiten entfernt 
und das Plasma dann zu den Gerinnungsversuchen verwandt. 
Die Fettsubstanzen wurden, wie in unseren friiheren Versuchen, 
als Emulsionen angewandt. Auch die Kontrollversuche wurden 
genau wie friiher angestellt. Nach dem Vorgang Zacks be- 
niitzten wir ferner noch Lipoidemulsionen. Deren Darstellung 
erfolgte nach den Angaben Zacks aus Rindergehirn. Alles 
Weitere diirfte aus den nun folgenden Protokollen zu ent- 
nehmen sein. 








Tabelle I. 
A. Zentrifugiertes Petrolatheroxalatplasma (36 Stunden extrahiert). 
3 Tr. _— 
1. 2cem Plasma + Olsiure . . 3 Cptr. | CaCl,| + 22°” ++ 33’ 
> a 9 ee ” . « & Coe. > [+ 2230 ++ 30°? 
3.2 - » + Thrombokinase 0,2] » eS 12 Stunden noch 
4.2 » + - 0,2] » nicht geronnen. 


1) Zack, Arch. f.experim. Pathol. u. Pharmakol. 70,1912 und 74, 1913. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 














3 Tr. 
5. 2cem Plasma + Leukocyten . . 0,2 |CaCl,!+ 149” 
6.2 - - + . - « O8T » 1+ 146" 
8 + phy siologische ‘ | nach 12 Stunden noch 
ochsalzlosung 0,2 . roe : 
8. 2 + desgleichen 02 { nicht geronnen. 
B. Nicht zentrifugiertes Petrolitheroxalatplasma. 
3 Tr. 
1. 2 com Plasma + Olsiure . 3 Cptr. |CaCl,| + 95 ++ 15’ 
2.2 » + » .. 8 Cptr.] » [@ 9 ++ 15’ 
8.2 ; : + Thrombokinase 0;2 |; y nach 12 Stunden noch 
4.2 + * 0,2 » |S nicht geronnen. 
5. 2 + Leukocyten . . 0,2} » [+ 20’ ++ 28’ 
6. 2 - + . ee ik One od ++ 253” 
7.2 + physiologische 
Kochsalzlésung 0,2 | » | nach 12 Stunden noch 
8. 2 + physiologische nicht geronnen. 
Kochsalzlésung 0,2 J 


Es wurde Olsiure Kahlbaum verwendet. Cptr = Capillar- 
tropfen = 0,008 ccm. 

Das durch Zentrifugieren erhaltene Sediment aus dem ca. 
24 Stunden im Eisschrank aufbewahrten Natriumoxalatplasma 
wurde kurz mit ,.Leukocyten“ im Versuch bezeichnet. Wir 
haben uns in diesen Versuchen beziiglich der zeitlichen Ein- 
teilung der einzelnen Gerinnungsphasen meist an die Bezeich- 
nung von Zack gehalten (0 == keine Gerinnung, © = Fadchen- 
bildung, + = klumpig, ++ == véllig geronnen). 

Tabelle II. 


C, Kontrollversuch mit nativem Oxalatplasma_ 





Nicht contrifugiort 3 Tr. 
1. 2cem Plasma + Olsiure . . 3 Cptr. |CaCl, ++ 10 
2.2 » - + Pe OE ++ 10’ 
3. 2 - + Thrombokinase 0.2] » | +50’ ++ 70’ 
4.2 » 7 + ” 02] » 1450’ ++ 70’ 
5.2 » . + physiologische, 
Kochsalzlosung 0,2 | » ++ nach ca. 
6. 2 + physiologische 5 Stunden 
Kochsalzlésung 0,2 | » 
Zentrifugiert 
1. 2 ccm Plasma + Olséure . . 3 Cptr.| » [+ 20°” +4 22 
2.2 » ac n .. SCptr.| » [415% 44 17 
3.2 » . : Thrombokinase 0,2] » 
4.2 + ” n 0,2 ” 
5.2 » - > physiologische 
Kochsalzlésung 0,2] ~ + nach ca. 12 Stunden. 
6.2 = - + physiologische 
Kochsalzlésung 0,2 | » 
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D. Kontrollversuch mit Citratplasma. 























Nicht zentrifugiert 3 Tr. 
1. 2ceom Plasma + Olsiure. . 3 Cptr. |CaCl,] + 5’ ++ 620’ 
» te pare “ + . . . 3 Optr. . + 5/ +4 620’ 
| + Thrombokinase 0,2 + 10’ ++ 
4. 2 + ” 0,2 + 10’ ++ 153” 
5. 2 + physiologische 
Kochsalzlésung 0,2 > ++ 1080" 
6. 2 + physiologische 
Kochsalzlésung 9,2 oop “ 
Zentrifugiert $ 
1. 2 cem Plasma + Olsiure . . 3 Cptr ++ 92 
2.2 ; + ” . . d Optr. ++ 920’ 
3. 2 + Thrombokinase 0,2 + 20’ ++ 2590” 
4.2 + ° 0,2 ++ 25°° 
5. 2 + physiologische 
Kochsalzlésung 0,2 
6. 2 + physiologische 
Kochsalzlésung 0,2 - ++ 42’ 
Tabelle III. 
Nicht zentrifugiertes Petrolitheroxalatplasma (36 Stunden extrahiert). 
: 3 Tr. 
1. 2 com Plasma + Olsiure. . 2 Cptr. |CaCl, ? 
2.2 » - + 2 » > [+ 87’ ++ 43’ 
a ae 4 aoe + 17’ ++ 26’ 
4.2 + ne + 15’ ++ 175° 
5. 2 + . 4 + 11’ ++ 17%” 
6. 2 aa 4 + 11’ ++ 15’ 
Re + aa + 11’ ++ 15’ 
R. 2 + » Pe he + 11’ ++ 20’ 
gs nas 9 
B : + Sheemibebinnte oe nach 24 Stunden noch 
11. 2 + , 04 nicht geronnen. 
12. 2 +Leukocyten . 0,2 + 26’ ++ 37’ 
13. 2 + NaCl . 0,2 eee 24 Stunden noch 
4, 3 + NaCl . nicht geronnen. 
Tabelle IV. 
Zentrifugiertes Petrolatheroxalatplasma. 
3 Tr. 
1. 2 com Plasma + Olsiure. . 2 Cptr. [CaCl] + 16” ++ 22’ 
22 » a 2 » » |+ 22’ ++ 32’ 
3.2 + . 8 + 16’ ++ 20’ 
4.2 + in + 16’ ++ 20’ 
5. 2 + . 4 + 128% = 44 1880" 
6. 2 + .% + 129° = =++ 189 
7. 2 + . 5 + 16’ ++ 19’ 
8. 2 a -. 5 » + 16’ ++ 19 
- ; : + Neier ar ac a nach 24 Stunden noch 
11.2 + i 04 nicht geronnen. 
12. 2 +Leukocyten . 0,2 + 16’ ++ 19’ 
13. 2 + NaCl - OSE» nach 24 Stunden noch 
14. 2 + NaCl . 0,2 nicht geronnen. 
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In allen diesen Versuchen tritt deutlich die intensive Wir- 
kung der Olsiure beim Petrolitherplasma zutage. Sie wirkt 
bedeutend stiirker als die Thrombokinase und kommt in ihrer 
Wirkung dem als ,,Leukocyten“ bezeichneten Plasmariick- 
stand gleich. 

Derselbe bestand nach der mikroskopischen Untersuchung 
vorwiegend aus Leukocyten und Blutplittchen. In den fol- 
genden Versuchen wurden die iibrigen héheren Fettsauren eben- 
falls beziiglich ihrer Wirkung gepriift. 


Tabelle V. 


Pferdeoxalatplasma mit Petrolither 36 Stunden extrahiert. 











| 
| 




















3 Tr. 
1. 2 com Plasma + Olsiure. . 4 Cptr. |CaCl,| + 10’ ++ 1330’ 
So a es. » [+18 4417 
3, 2 + 7 rer, ee » [+ 10’ ++ 1330 
‘ “ta 
4.2 +1 le Seteie om ie +4 nach 13° . 
ieee” tunden 
5. 2 “ + “ 0,3 ” 
6. 2 . + 04] » |+ 18’ ++ 24’ 
‘ ) in- 
+1 ioe i 44 nach 13° , 
eee’. Stunden 
8. 2 + , 0,3] » 
@ 15’ ++ 26’ 
9. 2 + 0,4 } y 20’ 
: R oT; i 
4 ; : . 2%, aornese aa “7 : ++ nach 13°/, 
122 . ‘ + 7 ants Stunden 
13. - - +1°/, Natr.olein.0,2 | » ++ nach 13%), 
aa ite SES So Stunden 
ra ea Seen || Cr 
18. 2 » + " 04] » — 
wast fel. 98) 2 Ny meh, 
21. 2 ore aa ne eS Stunden 
= ” " + Paraffin. liquid. #108 Tr. - ++ nach 13°", 
24 2 a rf ; i ni z ; “ Stunden 
Tabelle VI. 
Petrolaitheroxalatplasma (36 Stunden extrahiert). 
eres 3 Tr. aay ae 
1. 2cem Plasma + Natr. Olein. . 0,5 |CaCl, ++ nach 18 St. 
22 » ” + >» os sae " ++ nach 18 St. 
cu... Se ee ++nach 18 St. 
5.2 > » + Olsiure O5) » [+2 ++87 
6. 2 ry o+ ” 10} » J+ 10’ ++ 126 
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Tabelle VI (Fortsetzung). 





3 Tr. 
7. 2 ccm Plasma + Palmitinsiure 0,5 |CaCl,|+ 10’ ++ 1580 
8.2 + a ” 1,0 » 1+9 ++ 12’ 
9. 2 . + Stearinsaure . 0,5 * ++ nach 14St. 
10. 2 “ + “ 1,0 » [+7 ++ 10’ 
i. 3 + 0,5 ” ++ nach 14St. 
12. 2 + - 1,0 . ++ 8’ 
18. 2 - + Thrombokinase 0,2 + 11’ ++ 25’ 
14. 2 + 6 0,2 + 11’ ++ 25’ 
15. 2 - + NaCl . ’ ++ nach 18 
16. 2 + » . 0,2 n JJ Stunden 








Die Seifenemulsionen waren als 1°/, ige Lésungen in 1°/,iger 
Gummi-arab.-Lésung hergestellt, ebenso die Sauren. 

Die Thrombokinase war in diesem Versuch ganz frisch zu- 
bereitet und noch nicht vdllig abgesetzt, wodurch wohl die 
Wirkung im Petrolatherplasma erméglicht wurde. 


Tabelle VII. 


Petrolitheroxalatplasma (48 Stunden mit Petrolather extrahiert). 





ea : — 








3 Tr. 
CaCl, 

1. 2 com Plasma + Olsaure 0,5 1(5%,)|@ 25’ + 120’ ++ 240’ 
o..3° ss ” + - . 0,5 » 126° + 120 ++ 240’ 
3. 2 » + - - 10] » [O99 +16’ ++ 24 
4. 2 + * vis as tne @99” +16’ +4 24’ 
2 3 + Palmitinséure 0,5 » 1@ 12% + 16’ ++ 20’ 
2 ; - + " 0,5 >» 10 129% + 16’ +4 235” 
Sr “ + 1,0 » I+ +10’ ++ 16 
8.2 : . + . 1,0 - +10 ++ 129” 
ae * + Stearinséure . 0,5 @ 239” + 240’ ++ ? 
10. 2 . + “ 0,5 @ 239” + 240’ ++ ? 
13. 2 . + 1,0 @7” +9 +4 12’ 
12. 2 + . 1,0 @ 7" +9 +4 12’ 
13. 2 ~ + Thrombokinase 0,2 + + 240’ 

14, 2 4 - 0,2 + 240’ 

15. 3 ” + “ 0,2 + 240’ 
16.2 » , + 1%, Tierkohle 0,5 + 240’ } ++ ? 
17. 2 + - 0,5 ” + 240’ 

18.2 » " + ” 1,0 “ + 240’ 
19.2 » * + “ 1,0 ” + 240’ 


Die Saureemulsionen, sowie die Tierkohlenemulsion sind 
1°/,ig in 1°/,iger Gummi-arab.-Lésung. 
Tabelle VIII. 


Pferdeoxalatplasma mit Petrolither 36 Stunden lang extrahiert. 








3 Tr. 
CaCl, 


” 


+ 8’ ++ 9° 
+ 8’ ++ 115° 








1. 2 com Plasma + Olsdiure. . 3 Cptr. 
22 » , + ” 4 » 
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Tabelle VIII (Fortsetzung. 





3. 2 com Plasma + Palmitinsaiure 2 Tr. 

1°), Emulsion 0,5 |CaCl, ++ 24’ 
4: 2 ” 0,6 » |+ 26’ ++ 43’ 
B24 + - 0,8 ++ 5Stunden 
6.2 ; “ + Stearinsaure 

1°/, Emulsion 0,5 » 1+ 18’ ++ 31’ 
ao a “ 0,6 » 1+ 18’ ++ 21’ 
8.2 » - - - 0,8 : ++ 1230’ 
By : “ ¥ 3 Thecesbokinese sp ‘0 nach 10 Stunden 
i + 2°), Tierkohle 0,2 ++ 10 Stund. 
12.2 » “ + 0,4 ++ 10 Stund. 
18.2 » “ + NaCl +e “ 
14.2 » . + + » . 0,2 ” 0 nach 10 Stunden 
15. 2 + 0,8 








Wie nach unseren friiheren Versuchen zu erwarten war, tritt 
der EinfluB der Palmitin- und Stearinséure auch beim Petrolather- 
plasma deutlich zutage, wahrend die Seifen ohne Wirkung waren. 
In den folgenden Versuchen gebrauchten wir nun die nach 
den Angaben von Zack dargestellten Gehirnlipoide (in den 
Protokollen als Lipoide bezeichnet). Unseren Anschauungen 
entsprechend setzten wir auch Kontrollversuche mit durch 
Steapsin gespaltenen Lipoidemulsionen an. 
Als weitere Kontrollen diente uns das Thrombin und Fibrinogen. 
Tabelle IX. 


Petrolatheroxalatplasma (36 Stunden mit Petrolather extrahiert). 














1. 2 ccm Plasma + Lipoidemulsion 3 Tr. 
(2/9) 0,05]CaCl,| + 14’ ++ 188” 

2. 2 - + 0,05] » |+ 13’ ++ 18%” 
3. 3 “ + 0,1 + 14’ ++ 189° 
4. 2 - + 0,1 + 19’ ++ 2180 
5. 2. as 0,2 » | + 22’ ++ 25’ 
ae ee “ + ” 0,2 » [+ 22’ ++ 25/ 
a + Lipoid 0,1 + 

Thrombin. . 0,1 + 19’ ++ 22/ 
a ae » + Lipoid 0,1 + 

Thrombin. . 0,1 + 25’ ++ 29’ 
9.2 » ~ + Thrombin ~ a 
10.2 » . + - 0,1 nach 15 Stunden 0 
oes ~ + 0,2 nach 30 Stunden ++ 
i, Sa “ + ” 0,2 
13.2 » » + Lipoid 0,1 + 

Fibrinogen . 0,1 » | + 15’ ++ 20% 
14.2 » » + Fibrinogen 0,1 

+ Lipoid . . 0,1 + 15’ ++ 209 
15. 2 <9 “ + Fibrinogen . . 0,1 + nach 15’ Stunden 
6.2 s - + “ 0,1 0 15 St. ++ 30 St. 
ins f} » + . 0,2] » {0 15 St. ++ 30 St. 
18: 2s - + 0.2} + |0 15 St. ++ 30 St. 
ae i ” + ” 
20.2 : » + r 
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Das Thrombin ist nach der Schmidtschen Methode aus 
Serum durch alkoholische Fallung gewonnen, das Fibrinogen 
nach Hammarsten hergestellt und aus der Stammlésung 1:5 
verdunnt. Als Lipoidemulsionen wurden 2°/, Aufschwemmungen 
von Gehirnphosphatiden in physiologischer Kochsalzlésung ver- 


wandat. 
Tabelle X. 


Petrolatheroxalatplasma (36 Stunden mit Petrolather extrahiert). 


3 Tr. 

















1. 2 com Plasma + Lipoidemulsion 

(2%/,) 0,05} CaCl, ++ 21’ 
3, » + 0,05) » ++ 21’ 
8.2 1» - + 0,1 ” ++ 21’ 
4. 2 » + 01] » ++- 21’ 
5. 2 + . 02] » + 21’ ++ 22’ 
6.2 - a ” 0,2} » |[@ 249 + 269 +4 36’ 
7.2 + 05] » 14’ +48 +4453’ 
8. 2 + 05} - [@4l’ + 43’ ++ 60 
9. 2 » + 1,0 @41’ + 56’ ++ 120’ 
10. 2 » + ” 1,0 @ 43’ + 46’ ++ 120’ 
11. 2 - ohne Zusatz . 
12. 2 - ohne Zusatz . 
138.2 » - + NaCl . 0,5 nach 8 Stunden noch 
14.2 ; a . 0,5 nicht geronnen 
15.2 » » + Pa 
16.2 » ” + re 


Die Lipoidemulsion gab bei Lackmustinkturzusatz saure 
Reaktion, die nach Hinzufiigen von 1 Tropfen ®/,,-NaOH schon 
in neutrale Reaktion iiberging. 











Tabelle XI. 
Natives Pferdeoxalatplasma. 
3 Tr. 
1. 2 com Plasma + Olsaureemulsion 0,5 {CaCl ++ 780 
2.2 » n+ ” 10} » |@8% +947 +44 11’ 
8.2 » * + Palmitinsaure . 0,5 » 1@ 280’ ++ 360 
4.2 » + . 10} » [@ 29” 4 36 44 540 
5. 3 ” + Stearinsaure 0,5 » 1@ 290 ++ 34 
6. 2 P + n 1, s 4. ++ 260 
7. 2 . + Lipoidemul- 
sionen gespalten 0,05 + 124 ++ 14%” 
8. 2 + Lipoidemul- 
sionen gespalten 0,05 + 9 ++ 10’ 
9.2 » “ + Lipoidemul- 
sionen gespalten 0,1 ++ 101” 
10.2 ; ” + Lipoidemul- 
sionen gespalten 0,1 + 149’ ++ 169 
a. 3 + Lipoidemul- 
sionen gespalten 0,2 + 138%” ++ 14%” 
12. 2 + Lipoidemul- 
sionen gespalten 0,2 + 118° ++ 12°” 
13.2 » + Thrombokinase 0,5 + 2 ++ 20 
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Tabelle XI (Fortsetzung). 
ean ee cae Str) 


4. 2 ccm Plasma + Thrombokinase 0,2 |CaCl,| + 4° ++ 5” 
5. 2 » - + Gummi arab. 
(19),) 0,5 |» | + 109 ++ 11 
. eee . 02] » |4 21 ++ 249 
oa “ + NaCl 05] » [+ 13 ++ 16’ 
.2 » » + » 0,2 © 22’ ++ 2430 
ae " + Tierkohle (2°) 
in H,0 05] » ++ 9 
. i “ + Tierkohle (2°/,) 
in H,O 0,2} » [+ 12” ++ 133” 
Es wurden 5 ccm einer 2°/, igen Lipoidemulsion mit 1 ccm 


Steapsin 48 Stunden bei 37° im Brutschrank stehen gelassen 
und dann eine Stunde im kochenden Wasserbade inaktiviert. 
Die Originallipoidlésung hat derart saure Reaktion, daB 1 Trop- 
fen ®/,,-NaOH den Umschlag zur Neutralreaktion bei Zusatz von 
Lackmustinktur brachte. Nach der Spaltung war der Sauregehalt 
der Lipoid-Steapsinemulsion so gesteigert, daB 5 Tropfen®/,,-NaOH 
zum Umschlag zur Neutralreaktion notwendig waren. 











Tabelle XII. 
Pferdeoxalaplasma (36 Stunden mit Petrolither) extrahiert. 








3 Tr. 

. 2 ccm Plasma + Lipoidemulsion CaCl, 

” +21 ++ 321), 
- » 1024 +30’ ++ 65’ 
” ” ” +) 15° +24’ ++ 30’ 
- » [O18 +21’ ++ 28’ 
» |O18 +15 +4 21’ 

“ +15’ +4 189” 
+15 ++ 21’ 
++ 21’ 

+13’ ++ 155% 
++ 21’ 


+4 


+ Thrombokinase 


+++4+4+44 


0 75’ 
+ 66’ 


0 75’ 
+ 30° 


+ Olséureemulsion 
+ " 


28 3.3 8 83s 23 es = 


3 3 3 3s 3 3 3 3 3 


+ Palmitinsaure- 
emulsion. . . 0 7% 
+ Palmitinsdure- 
emulsion... + 25’ 
+ Palmitinsaure- 
emulsion . . 
+ Stearinsaure- 
emulsion . , 
+ Stearinsaure- ho 15 
emulsion . . 
+ Stearinsaure- 
emulsion. . . » |@l’ +17’ 


bo La) bo LS) bo DO BO DS DO DO DO DO 0S DO DD DO DO DO OD 
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22. 2 com Plasma + Lipoidemulsion 3 Tr. 
gespalten . . 0,05} CaCl, +31’ ++ 44 
28. 2 ~ + Lipoidemulsion 
gespalten . 0,1 + 224” ++4 25’ 
24. 2 - + Lipoidemulsion 
gespalten . 0,2 + 25’ ‘++ 28’ 
25. 2 + Tierkohle 2°), 
in Wasser . 0,5 
26, 2 + Tierkohle 2°), 
in Wasser 1,0 
27. 2 . + Gummi arab. 0 75’ 
(1°/,) 0,5 
28. 2 + desgleichen . . 1,0 
29. 2 + NaCl. 0,5 
30. 2 + » 1,0 
Tabelle XIII. 
Plasma 36 Stunden mit Petrolaither extrahiert. 
Zusatz Supetemenge 3 | 5 | 10-- Cap.-Tropfen 
0,2 0,5 1,5 
Oleinsaure .]25 Std. 25’ | 4Std. 
Palmitinsaure . — | 26 17’ 
Stearinsaure | 32? 11’ 
Oleinseife . 13 Std. 5'/, St. 
Stearinseife . ‘ - | — 48td. 
Thrombokinase .125 Std.| 9’ 5’ 
Tierkohle. . — | = — 
NaCl 0,9 °/, . — | 
Steapsinsolution . | 13’ 5’ 7 








Die Thrombokinase war in diesen Versuchen ebenfalls noch 


nicht geniigend abgesetzt. 
Tabelle XIV. 


Plasma 48 Stunden mit Petrolither extrahiert. 





Zusatz 





Tristearin . . 
Tripalmitin 
Triolein . 
Lipoid ... 
NaCl 0,9°/, . . 
Gummilésung . 


: 120 Sta.| — 
. . }20 Std.!?— 





Triglycerid 


0,2 |2,0 4,0 





Triglycerid ge- 
spalten 
2,0 | 4,0 
64’ 
110’ 
110’ 


~ 60’ 
60’ 


20 Std. 110’ 


Kontrollen 


0,2 2,0 40° 


33’ | 60’ | 78’ 





Wie aus Tabellen XI und XII ersichtlich ist, zeigt sich auch 
hier der EinfluB der Spaltung der Lipoide. Je nach der Starke 
des Siuregrades, Beforderung resp. Hemmung des Gerinnungs- 
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prozesses. Wir sehen also auch beim Petrolaitherplasma unsere 
friiheren Ansichten bestatigt. 

In Tabellen XIII und XIV finden sich noch Versuche mit 
Triglyceriden, auch hier tritt der Einflu8 der Spaltung deut- 
lichst hervor. Bei geringer Saéiuremenge Beschleunigung, bei 
gréBerer Saéuremenge Uberschreiten des Flockungsoptimums und 
damit Hemmung der Gerinnung. Besonders deutlich erhellt 
auch aus Tabelle XIII der intensive gerinnungsbeschleunigende 
EinfluB der Steapsinsolution. 


Tabelle XV. 


Plasma 48 Stunden mit Petrolather extrahiert. 





























gi Fett- Fettsubstanz mit 5 Tropfen 
substanz 10° / 10 o/, ‘Steapsin- 
Zusats allein Pepsin Teypela solution 
05} 10 ]05/1,0]05/ 10 | 05 | 1 10 
Tristearin - ie ps er 
I sk —| —- Sa: py eee (ll’) | — 
Sea A et —| — —-}—|J—| — 55/ 26! 
Stearinséure —| — —|— (15) St} — | (8'/,’) 
Palmitinsiure ..... = - J—|— 15) St | (19/,’ 
Oleinsiure .. . seni —{|—j—| — eM (4). 
Stearinseife ...... — —j—}| — | @) | 
Oleinseife ; —j| - =— ;— — | 
Thrombokinase . . — (41/,)St. 











Die eingeklammerten Zahlen bedeuten, daB das Koagulum 
nicht an der Glaswand festhaftete, obwohl eine vollstaindige 
Koagulation eingetreten war. Diese Erscheinung beobachteten 
wir gerade beim langere Zeit extrahierten Plasma 6fters. Es 
erscheint uns nicht unmédglich, daB durch lange Extraktion 
Veranderungen der Eiwei8k6rper eintraten. 


Tabelle XVI. 


Plasma 48 Stunden mit Petrolaither extrahiert. 























Zosatamenge 
Art des Zusatzes mete mei homie 

0,05 0,1 | 0,5 1 Tr. 5 7. 
Rs Seat eign ie eS ei . ~ ~~ _ 
Lipoid gespalten. ... . — = | — 
Tristearin 0,5 + Steapsin 3 Tropfen | (6/,’) | (44/,’) 
Stearinséure 0,05 + Steapsin 3 Tr. (41/,’) | 
Steapsin neutralisiert. ...... (2"/,’) | (14/,') 
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Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Durch die Arbeiten von Bordet und Delange und vor 
allem von Zack wurde zuerst auf die Bedeutung der Lipoide 
fiir den GerinnungsprozeB hingewiesen. Vor allem war es das 
Lecithin, dem diese Forscher ihre Aufmerksamkeit zuwandten. 
Zack war unseres Wissens der erste, der seine Studien am 
entfetteten Plasma anstellte und den Nachweis erbrachte, daB 
durch Entfernung der atherléslichen Bestandteile das Plasma 
in seinem Gerinnungsvermégen geschidigt wird. Lipoidsub- 
stanzen anderer Organe (Phosphatide des Gehirns) einem solchen 
entfetteten Plasma zugefiigt, konnten die normale Gerinnung 
wieder herstellen. Fermentative Spaltung der Plasmalipoide 
fiihrten weiterhin in seinen Versuchen zur Ungerinnbarkeit des 
Plasmas. Gewisse Alkaloide, die lecithinfillend wirkten, fand 
er gerinnungshemmend. Aus diesen Versuchen zog Zack den 
SchluB, daB ,der Wegfall der Plasmalipoide nur durch lecithin- 
artige Substanzen wettgemacht werden kann und daB die ge- 
rinnungsauslésende Wirkung der Lecithine eine spezifische ist“. 

Wenn wir nun unsere eigenen Versuche betrachten, so er- 
hellt aus den Tabellen I bis IV, da8 durch Olsdiurezusatz zum 
Petrolatherplasma dessen Gerinnungsfahigkeit in kirzester Zeit 
wieder hergestellt werden kann. Durch geeignete quantitative 
Abstufung dieses Zusatzes laBt sich die Gerinnungszeit genau 
so verkiirzen, wie durch Zusatz der arteigenen Blutplattchen -++- 
Leukocyten (in den Protokollen kurz als Leukocyten bezeichnet). 
In allen diesen Versuchen zeigte die Thrombokinase keinerlei 
Wirkung auf das entfettete Plasma. In Tabelle V bis VIII sehen 
wir die Wirkung der Palmitin- und Stearinsaure in derselben Weise 
ausgepragt, auch hier zeigte die Thrombokinase fast keine Wir- 
kung mit Ausnahme von Tabelle VI. In diesen Versuchen hatten 
wir entgegen der Morawitz’schen Vorschrift die Leberemulsion 
direkt, ohne sie vorher absetzen zu lassen, zum Versuch gebraucht. 
Es fiel uns hier im stalagmometrischen Versuche auf, daB die 
Thrombokinase besonders kraftig lipolytisch wirksam war. Es 
scheint uns nicht unméglich, daB8 dieser Umstand fiir die 
intensive Wirkung der Emulsion in Frage kommt. In Tabelle 
IX und X finden sich Versuche mit Gehirnphosphatiden nach 


Zacks Vorschrift dargestellt. Diese Versuche bestatigen die 
Biochemische Zeitschrift Band 77. 25 
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Angaben Zacks tiber die Wiederherstellung der Gerinnungs- 
fahigkeit resp. Gerinnungsbeschleunigung durch Lipoide beim 
Petrolitherplasma. Tabelle X zeigt sehr deutlich den Einflu8 
des quantitativen Verhiltnisses dieser Substanzen. Es ist leicht 
erklarlich, wie durch gréBeren Zusatz und damit stirkerer Siue- 
rung eine erneute Verzégerung eintreten muB. Dasselbe Re- 
sultat ersehen wir aus den Versuchen in Tabellen X und XI 
mit gespaltenen Lipoiden; besonders am nativen Plasma tritt 
eine ausgesprochene Hemmung ein, aber auch beim Petrol- 
atherplasma tritt viel friiher, bei kleineren Mengen, die zeit- 
liche Verkiirzung der Gerinnung ein, das Optimum wird bei 
kleineren Quantitaéten friiher erreicht, als bei den nicht ge- 
spaltenen Lipoiden. Aber auch in diesen Versuchen zeigt es 
sich, daB die Wirkung der Phosphatide vollkommen durch die 
eigentlichen Fette ersetzt werden kann, speziell durch die 
Stearinséure. Die Seifen zeigten, wie a priori zu erwarten war, 
keine wesentliche Beeinflussung des extrahierten Plasmas. Auch 
die Triglyceride wirkten, wie aus Tabellen XIII bis XV _ hervor- 
geht, auf das Petrolaitherplasma nicht ein. LieB man jedoch 
dieselben spalten und stellte die Versuche mit den gespaltenen 
Triglyceriden an, so trat eine ausgesprochene beschleunigende 
Wirkung ein. In Tabellen XV und XVI finden sich noch Bei- 
spiele fiir die Wirkung der Fermente. Hier sehen wir das 
Pepsin und Trypsin vollkommen wirkungslos, die Thrombo- 
kinase léste erst nach 4'/, Stunden die Gerinnung aus. Ganz 
anders verhalt sich jedoch das Steapsin, hier tritt die Wirkung 
schon nach wenigen Minuten ein, und zwar auch in den Ver- 
suchen der Tabelle XVI, in denen die Phosphatide (Lipoide) 
ebenfalls wirkungslos blieben. Worauf der Umstand, da8 das 
lange extrahierte Plasma, auch wenn es vdllig koaguliert, nicht 
am Glase festhaftet, beruht, vermégen wir nicht zu entscheiden. 
Es fiel uns nur auf, da8 durch geringen Fibrinogenzusatz 
dieses Festkleben erreicht werden kann, es schien uns deshalb 
nicht unmédglich, daB durch das lange Extrahieren auch Ver- 
anderungen, vielleicht physikalischer Natur, der EiweiBkérper 
bedingt wurden. 

Wir sehen also aus unseren Versuchen, daB die Unter- 
suchungen Zacks durch dieselben in vieler Hinsicht bestatigt 
werden kénnen. Jedoch kénnen wir den Erklarungen Zacks 




















Blutgerinnung. III. 387 


keineswegs beistimmen. Wir glauben bewiesen zu haben, daB 
es nicht das Lecithin als Gesamtmolekiil ist, dem diese ,,spezi- 
fische* Wirkung beim Gerinnungsprozesse zuzuschreiben ist, 
sondern daB es, im Gegensatze zu Zack, dessen Siurereste 
sind. DaB Zack zu anderen Ergebnissen in dieser Hinsicht 
gelangte, liegt an der Nichtbeachtung des Flockungsoptimums 
des Fibrins bei einer ganz bestimmten H’-Ionen Konzentration. 
Auf denselben Widerspruch zwischen Zack und unseren Ver- 
suchen beziiglich des Einflusses des Steapsins haben wir schon 
in unserer vorhergehenden Arbeit hingewiesen. Auch die von 
Rumpf') gemachten Einwainde gegen die Bedeutung der 
Lipoide glauben wir durch unsere Untersuchungen widerlegt, 
wenn wir den Begriff Lipoide fallen lassen und dafiir ganz 
allgemein die Fette setzen. Denn wir haben in unseren 
friheren Untersuchungen die Identitét zwischen Fetten und 
Thrombokinase, wie wir glauben, nachgewiesen. Wir sehen 
so auch am entfetteten Plasma unsere Anschauungen be- 
statigt, die dem System Fette -+ Lipase auch hier eine 
ausschlaggebende Rolle im Ablauf des Gerinnungsprozesses zu- 
erkennen. 

Fassen wir zum Schlusse die Resultate dieser Arbeit kurz 
dahin zusammen: 

Die Versuche von Bordet-Delange und Zack, dab 
das entfettete Plasma sein Gerinnungsvermégen verliert 
und durch Zusatz lipoidartiger Substanzen dasselbe wieder- 
gewinnt, werden bestatigt. 

Es wird gezeigt, daB entgegen der Ansicht dieser Forscher 
diese letztere Wirkung nicht auf eine spezifische Wirkung des 
Lecithins zuriickzufiihren ist, sondern ganz allgemein durch 
den Verlust der Fette bedingt wird und durch Zusatz 
derselben resp. der Lipase wieder vdllig zuriickgegeben 
werden kann. 

Unsere friiheren Untersuchungen, die die Bedeutung der 
Fette und Lipase fiir die Blutgerinnung dargetan haben, er- 
halten dadurch eine weitere Stiitze. 


’) Rumpf, diese Zeitschr. 55, 1913. 








Ober Ageglutinine. 
Von 
B. Stuber. 


(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Freiburg i. B.) 
(Hingegangen am 22. August 1916.) 


Wir hatten in friiheren Untersuchungen den Einflu8 der 
Fette auf die Blutgerinnung festgestellt. Bei den nahen Be- 
ziehungen dieses Gebietes zu immunisatorischen Vorgangen war 
es naheliegend, die Untersuchungen in dieser Hinsicht auszu- 
dehnen und zwar zunachst auf ein engbegrenztes immunisatori- 
sches Phainomen, die Agglutination. 

Wir haben schon in einer friiheren Publikation’) auf die 
Resultate dieser Untersuchungen kurz hingewiesen, waren je- 
doch aus aéuBeren Griinden bis heute nicht in der Lage, genauer 
auf unsere Ergebnisse einzugehen und die diesbeziiglichen Ver- 
suchsdaten zur Verfiigung zu stellen. 

Wir gingen nun zwecks Extraktion der in den Bakterien 
enthaltenen Fette so vor, daB die dicht bewachsenen Agar- 
kulturen (Petrischalen) vorsichtig mit destilliertem Wasser ab- 
geschwemmt wurden. Jede Verletzung des Niahrbodens ist 
peinlichst zu vermeiden. Es lat sich dies bei einiger Ubung 
unschwer durchfiihren. Wir benutzten zu unseren Versuchen 
Kulturen von Typhus-Diphtherie-Tuberkelbacillen und Staphylo- 
kokken. Die Bakterienaufschwemmungen wurden zunachst durch 
Erhitzen abgetétet und dann 12 Stunden auf dem kochenden 
Wasserbade mit 20°/, Natronlauge hydrolysiert. Die auf diese 
Weise verseiften Fette wurden nach der Methode von Kuma- 
gawa-Suto weiter behandelt. Der so gewonnene Petrolither- 
extrakt wurde nach mehrmaliger Reinigung 2 mal durch ein 


1) B. Stuber, Miinch. med. Wochenschr. Nr. 35, 1915. 
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Reichelfilter gesaugt, dann zur Trockne eingedampft, der Riick- 
stand in méglichst wenig Alkoholather gelést und diese Lésung 
unter lebhaftem Schiitteln in physiologische Kochsalzlésung ge- 
triufelt. Nach Vertreibung des Atheralkohols auf dem Wasser- 
bade resultierten vollkommen homogene Emulsionen, die weiter- 
hin noch durch Kochen sterilisiert werden konnten, ohne da- 
durch an Haltbarkeit etwas einzubiiBen. Diese Emulsionen 
wurden sowohl subcutan, als auch intravends in Mengen von 
1 bis 6 ccm injiziert. Der nach der Atherausschiittelung ver- 
bleibende Riickstand wurde zur Trockne eingedampft, neutra- 
lisiert und ebenfalls als Emulsion in physiologischer Kochsalz- 
lésung zu Kontrollversuchen verwandt. Um sicher zu sein, alle 
Fette durch die Verseifung mit nachfolgender Atherausschiitte- 
lung entfernt zu haben, wurde der verbleibende Riickstand nach 
der Atherausschiittelung nochmals als Trockenpulver einer Ex- 
traktion im Soxhlet unterzogen. Es zeigte sich nun, daB immer 
noch Fette extrahierbar waren. Es wurden deshalb in den 
folgenden Versuchen die abgetéteten Bakterien zunichst einer 
Trypsin-Steapsin-Verdauung unterworfen, dann das Gemisch ver- 
seift und weiter, wie oben, behandelt. Aber auch auf diese 
Weise erhielten wir in den Riickstinden immer noch Fette. 
Wir gingen deshalb zur systematischen Aufspaltung des Bak- 
terieneiweiBes iiber durch beginnende Pepsin- mit nachfolgender 
Trypsinverdauung. Diese Gemische wurden dann weiterhin 
einer mehrstiindigen NaOH-Hydrolyse unterworfen und wie 
oben nach Kumagawa-Suto weiter verarbeitet. Auf diese 
Weise erhielten wir nach Atherausschiittelung Riickstiinde, die 
allerdings immer noch nicht fettfrei, aber immerhin fettarm 
waren im Gegensatz zu den Petrolitherriickstiénden. Beide 
Riickstinde, der fettreiche Petrolaitherriickstand und der fett- 
arme Riickstand nach der Ausschiittelung wurden nun in der 
oben angegebenen Weise nach Verarbeitung zu Emulsionen, 
getrennt geprift. Der fettarme Riickstand gab deutliche Biuret- 
Xanthoprotein- und Tryptophanreaktion. In den Petrolither- 
ausziigen waren diese Reaktionen negativ. Die Menge der er- 
haltenen Fette aus durchschnittlich je 60 kleinen Petrischalen- 
kulturen war duBerst gering, ca. '/, mg. Die Differenzen zwi- 
schen den einzelnen Bakterienarten waren in dieser Hinsicht 
auBerst klein. Diese ca. 1/, mg betragende Fettmenge wurde 
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jedesmal in 100 cem 0,9°/, NaCl gelést und so zu den Ver- 
suchen angewandt. Die Versuche wurden, nachdem die ab- 
solute Unschadlichkeit der Emulsionen am Tiere subcutan und 
intravends erwiesen war, auch am Menschen subcutan ausge- 
fiihrt. Es wurden nur gesunde Individuen, die anamnestisch 
keinerlei Infektion angaben und sicher nicht geimpft waren, 
dazu verwandt. Als Agglutinationsobjekt dienten in allen Ver- 
suchen Typhusbacillen. 


am Menschen stammen. 


Es folgen nun unsere Protokolle, die 
von Versuchen Die Injektionen er- 


folgten subcutan. 


Versuche mit Typhusfetten. 


1 BE, Bid. 
Art der nicimaaninti Reine ee ee 





Datum 


























| 98. III. |29. II. 30. IIT. | 31. IIL. | 1. IV. | | 3. 1V.) 5. IV. | 14. 1V.! 23.1V 

Einspritzung 0,5 5eem| 1 ecem 2ccm; — abs igo 
Widal. negativ 

Typhus . . 1:320+4+1: 16041: 80+ 1:804+ 1:80+1:80+1:80- 

Paratyphus . - -- -- 
Leukocytenzah! -- —_ - — 
Temperatur . . -- 37,29} 86,8° | 87,29 | 87° | 36,8° | 86,6° | 362°; — 

2. R.8., 50 Jd. 
Art der pean Reine NaOH-Verseifung. 

“Datum 19. 1V.20. IV. fae, 1 IV. 23. Vv. 24, a 26. IV. |29. IV. .V. | 8. V. | 10.V 
Seiiinine +f le com 2 — = 18 | oom| — |6cem} - -- = 
Widal. negat. | 

Typhus negat.|; — (1:320+ — r : 320 + |1:40-+ 1: 80+/negat. 
Paratyphus . »n | — |L:804 j1:3204+ -— | — 1:404+ 
| | beid } 
laustitriert 
: 1600+ 
Leukocytenzahl — | 6500) — 6200 | 6000 | 6600 | — | 5200 5800 | 4600 
Temperatur . 36,4° 36,69 368° | 36,99) 37° | 36,6° | 36,5° 368° 363° 
3. J. R., 37 J. 
Art der Fettdarstellung: Reine ces entlneesensier 
Dotan 19. 9. 1V, 20. IV. ‘21. . IV. fee IV. ‘8. 124. vv. 26. IV. 29. iv. tov. | 8. V 
Kinspritaung . | 1 cem | — |2cem ; — 4 ccm -- | 6ccem — - 
Widal.. negat. 
Typhus . . jnegat. j1:40+; — |1:404; — ot 320 +| — i: 404 tops 
Paratyphus | -- —- | — - : $20 + 
Leukocytenzahl . 5600 | 5000; — | — | 4800 * 3400 | — | 5200 i 
Temperatur 36° | 36,6° | 36,4° | 364° | 862° | 364° 36,3° | 36,2, 364°) — 
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600 
6,3 ° 
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4. F. B., 31 J. 
Art der Fettdarstellung: Pepsin- und Trypsinverdauung mit folgender 








Verseifung. 

Datum | 19. V.| 20. V.| 22.V. | 25.V. | 27.V. | 31.V 9. VI. | 17. VI. |22. VI. 
Hinspritzung Pay leem 2ccm |) 4cem | 6 ccm ~_ -_ |= 
Widal. negat. 

Typhus . negat. 1:160+1:80+ 1:320 + 1:320+/1: 3204/1 : 320 +] negat 
Paratyphus . negativ 1: 160 +)1:160+1:80+ |1:40+ | negativ|] » 


Leukocytenzah] - 4400 3700 4000 3200 4600 4000 4400 | 3800 
Temperatur. . .| 36,1° | 364° 36,8° | 36,9° | 368° | 36,79 | 366° | 368° | 36° 


5. H. M., 38 J. 
Art der Fettdarstellung: Steapsinspaltung mit folgender Verseifung. 





Datum 2s. IV.|27. IV.!28. IV.'29. IV.| 1. V. 6. V. 10. ¥. (TVET 


os ~ = t . i - 








Einspritzung .| — {jleccm) — |2ccem); — — 6 cem j— 
Widal. . . Megat. | 
Typhus » |megat. 1:40+) — (|1:320+4/1:3204/1: 1604 1:80 +/1:404 
Paratyphus » (1:404+; — |1:40+4+ -- -- — | 
Leukocytenzahl 4000 5200 3000 3700 2900 - 4400 | 3000 
Temperatur . . | 35,8° | 36,7° 36,6° | 37,8° | 37,8° 37,49 37° 38,4° 37,7° | 36,89 


6. S. R., 21 J. 
Art der Fettdarstellung: Steapsinverdauung mit folgender Verseifung. 











Datum ]7.1IV. 8. IV. 9. IV. |10. IV.) 12. IV. |13.1V.14. IV.) 17. 1V 21.1V. | 3.V. 
Einspritzung | — | 1 ecm | 2 ccm | 4 cem — 6ccm, — ~~ —_ 
Widal . .|neg. 

‘ 3204 
Typhus. .| ; — (1:8041:8041:160+ — 1:40-41:32044 {7°30 + + 1:40 
Paratyphus ’ _ — — — — - {; oH negat. 
austitriert 
Leukocyten- 
zahl . . .|5200' — § 5000 - 5600 — | 4400 4900 5600 5400 
Temperatur . [36,9°| 36,9° | 37,2° | 37,19 37,1° | 37,3°| 37° 36,8° 36,8° 36,8° 





Wie aus diesen Versuchen 1 bis 6 ersichtlich ist, lésen 
die Fettstoffe der Typhusbacillen eine sehr intensive Aggluti- 
nation aus, wie speziell aus Versuch 2 und 6 hervorgeht, in 
denen eine Austitrierung vorgenommen wurde. Ein ausge- 
sprochener EinfluB auf die Leukocytenzahl im Sinne einer 
Leukopenie trat nur im Versuch 5 hervor. Hier, wie in Ver- 
such 6, trat auch eine deutliche Fieberreaktion auf. Auffallend 
ist, daB es sich in beiden Fallen um die Produkte der Steapsin- 
verdauung handelt; worauf diese Erscheinung beruht, vermégen 
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wir nicht zu sagen. Sonst wurden die Injektionen immer 
reaktionslos ertragen. Wir weisen hier auch auf den allerdings 
nicht regelmaBig, aber doch haufig nach héheren Dosen (6 ccm) 
eintretenden raschen Abfall des Agglutinationsvermégens hin. 

Im folgenden geben wir nun die Versuche mit den fett- 
armen Riickstaénden der soeben besprochenen Fettemulsionen. 


Versuche mit den fettarmen Riickstinden der Typhusbacillen. 


7. G. F., 87 J. 
Fettarmer Riickstand nach NaOH-Verseifung. 





Datum | 2. | Bs! ee 1 ROC, | ay he Pee Ref. 25, TE. VE. 








Widal .... .|negat. aw negat. | ' 
aypom . - » » | — {1:8041:80+1:804+1: 160+ 
Paratyphus. . . * | + » | — |negat.|negat.|negat. negat. 
Leukocytenzahl . .| -— | 6000 5600 4200 ' — | 3700 3600 4000 5000 
Temperatur .. .| — | 36,40 | 36,70. 36,4° | 86,4°| 37° | 87,89! 8689, — 


Einspritzung . . .j — tien = | la cem;6 com; — _ — 
| 





8. 8. B., 19 J. 
Fettarmer Riickstand nach Pepsin- und LI 1 nchtahornann § 


Datum 5. VII. | 6.VIL. | 8. VIL hear VIE. | 12. VIL. | 34 Va. 





Einspritzung . . . —- c 1 com mpoay | 4 com 
Widal ... . . | negativ | negativ | 
Ch are . - 1: 80 + | negativ | be-ngas — 
Paratyphus. . . ” ” negativ; » | 
Leukocytenzahl . . _ 5200 | 4500 | 5100 | 5200 4800 
Temperatur. ... — 36,8° 36,9° 37° 37° 37° 


9. S. Z., 52 J. 
Fettarmer Riickstand mathe Steapsinspaltung. 








Datum 26. IV. 27. IV. 28. IV. 29. IV.! 1.V. | 6.V. 10. wv. ALY. 14. V. 


i — 








| 4com| — 


Einspritzung. ...| — | 1 ccm}; — 2 com | 
Wieel 2. s:. .. <page. | | 
Typhus n |megat.; — | - “negat.| — |negat.; — 1:80 + 


Paratyphus ...] » . — | » |megat.) » | ao 
Leukocytenzahl. . .| — | 4400 6000, — | 4800 | 5000 | 5300| - 5000 
Temperatur ....}| — 87,4°| 37° 37,3° | 36,8° | 36,4° | 36,4° | 36,3° | 86,4° 


In diesen Versuchen (7 bis 9) wurden die nach der Fett- 
extraktion verbleibenden, nach unseren obigen Ausfiihrungen 
nicht vdéllig fettfreien, aber doch fettarmen Riickstinde ver- 
wandt. Es zeigt sich hier eine ausgesprochene Abnahme der 
Agglutination im Vergleiche zu den Agglutinationswerten, die 
durch die Fettextrakte bedingt wurden. 
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Diese Abnahme des Agglutinationsvermégens kann durch 
Hinzufiigen der Fettextrakte zum fettarmen Riickstand wieder 
ausgeglichen werden, wie aus den folgenden Versuchen 10 und 11 


hervorgeht. 
10. E. H., 37 J. 
Gesamtextrakt — Fettemulsion -+- fettarmer Riickstand der Typhus- 
bacillen. 





Datum BO. FV. 1. VE ae ¥. 1 6 ¥. Oe Seo: oh ea ee 


Kinspritzung .. . - leem, 2 ccm 4ccm 6 ccm 
Widal ... . .|negat. negat. negat. 
Typhus ” * » (1: 1604+/1:3204 1:320+1:160+1:4004 
bei 
Austitrat.! 
1: 800+ 
Paratyphus . ” ” negativ | negativ negativ negativ negativ 
Leukocytenzahl. .} — 5400 5000 5000 5200 5800 5600 
Temperatur. . . .| 37,3° | 37,3° | 37,69 | 368° | 387,2° | 36,8°| 87,2° 387,29 | 368° 





11. M.G., 33 J. 
Gesamtextrakt = Fettemulsion +- fettarmer Riickstand der Typhus- 
bacillen. 





Datum 28. V. | 29. V.| 31. V.| 2. VI.) 5.VI. | 8.VI. | 11. VI. | 14. VL 


Einspritzung '1cem|2ccm|4cem| 6cem | — | 
Widal . . |negat.| negat.| negat.| negat. | 
Typhus —_ “i ” ” 1: 320 +/1: 160 +/1: 320 +/1:320+1: 1604 negat. 
Paratyphus » | o» » | » | Megativ | negativ |1:80+ |1:40+ | negativ 
Leukocyten- | 
ae | 6000 , 5200 | 4600 | 4400 5000 | 6400 | 7000 5800 50u0 
Temperatur. | 36° | 36,3° | 37,2°| 37,1°| 87,4° | 864° | 364° | 36,6° 37° = 36,6° 


Wir haben nun noch weiterhin zur Priifung spezifischer 
Einfliisse die Fette der Diphtherie-Tuberkelbacillen und Sta- 
phylokokken gepriift. Die Darstellung der Emulsionen blieb 
dieselbe. Als Testobjekt diente wieder die Agglutination auf 
Typhusbacillen. 





Versuche mit Fettemulsionen der Diphtheriebacillen. 


12. L. B., 36 J. 
Darstellung der Fettemulsionen: Pepsin- und Trypsinverdauung mit 
folgender Verseifung. 





Datum 27. V. | 28. V. | 31. V. 


Einspritzung . 11 cem | 2 cem | - 
Widal .. . |negat. | negat. 
: 1: 80+ + stark 
Typhus . . m | om |1:40+ {1 :320+ schwach 


M1 : 820 + 1: 820+ 1: 3820411: 160 + 


Paratyphus.| >» | » |1:404) 1:40+ | negativ 1: 160+1:80+4 |1:40+ 
Leukocytenzahl} — | 3600 | 3500 | 4200 | 4600 | 4000 4000 | 3900 





| 
| 


Temperatur. . | 36,5° | 36,8° 37,29 | 37,8° | 87,1° | 866° | 366° 
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13. L. M., 28 J. 
Darstellung der Fettemulsion: Pepsin- und Trypsinverdauung mit 
folgender Verseifung. 





Datum Bis Vib ae VE. PRE VE 7. Vi ai, VE. 


Einspritzung ont l cem 2 ccm 4 com 6 ccm 
Widal ... . . |megat.| negat. 
. 29 g 20 “ 
Typhus .... i « W6te c | += he =— hy 1:3204 4 
Paratyphus : ” " negat. negativ 1: 80+ 
Leukocy tenzahl . . 4300 4100 5400 | 5700 
Temperatur .. . | 36,5° | 36,49 | 37° 37,3° 36,8° 





Versuche mit Fettemulsion der Staphylokokken. 


14. E. 0., 19 J. 
Darstellung der Fettemulsion: NaOH-Verseifung der Staphylokokken. 





Datum 272 Ree es ae. | TORS RW AS: 


Buspelitaung eee 1 cem 2 cem | 4 ecm, 6 cem 
Widal .... .|negat. | 


Typhus 11:80+ 1:320+4 1:40+) negat. 


Paratyphus. . . |negat.| negativ negat. , 
Leukocytenzahl . . 4600 | 4300 | 4000 | 5000 4900 4400 
Temperatur .. .| 86,8°| 37° | 37° | 869°; 386,7° | 36,6°' 36° 


.L.U., 36 J. 
Darstellung der ici NaOH- vemeiieng der es ob 





Debien Tees 3.V.15.V.| 7.V. | 10.V. | 12V. 115.V. 


“inspritzung . . 1 com |2 cem| 4 ccm 6 cem 
p 


Widal ... -|negat. 4554 
Type es , 11:40+/1: 160 +1: 160 +1:3204 e 80 + 
Paratyphus. . ” ” ‘negat. negativ negativ /1:40+ 1:80+ 
Leukocytenzahl . 5000 | 4400 5000 4200 4300 4500 
Temperatur. . . | 36,2° | 36,6° | 37° | 36,2° | 37,2° | 37,8° | 37,8° 


Versuche mit der Fettemulsion der Tuberkelbacillen. 


16. E. St., 56 J. 
rs der Fettemulsion: NaOQH-V ee der Tuberkelbacillen. 





Dann 6. ‘VIL. 7. VII. 10. VI. 12. VIL 14 VII. 








Einspritzung .. . 1 com 2 cem 4 ccm 6 com 
Widal .... . | negativ negativ | negativ 
NNO 6 es ” ” ” 1:40+ | 1:1604 
Paratyphus. . . “ “ . negativ | negativ 
Leukocytenzahl . . — 6009 5800 5000 4600 
Temperatur . 7 36,8° 36,6° 36,8° 36,4° 
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Wie aus den Versuchen 12 bis 16 hervorgeht, gelingt es 
durch Injektion der Fette von Diphtherie-Tuberkelbacillen und 
Staphylokokken eine Agglutininbildung gegen Typhusbacillen 
auszulésen. 

Im folgenden geben wir noch 2 Versuche mit Kochsalz- 
losung wieder, auf deren Bedeutung wir spiter zu sprechen 
kommen. Es wurden jedesmal 5 ccm einer 10°/,igen NaCl- 
Lésung subcutan gegeben. : 
Versuche mit 10°/,iger NaCl-Lésung. 

17. J. Sch., 25 J. 
10°, ige NaCl-Lésung. 





Datum 12. VIL. | 13. VIL 14. VIL. 


Kinspritzung . . . oo 5 ecm 

Widal .... .]| negativ | negativ 

gl: 160 + schwach 

UL: 320+ Spur 
Paratyphus . : negativ 

Leukocytenzahl . . 4400 4600 


"Oo 


Temperatur. .. . 36,4° 36,7 


Typhus 





18. G. Sch., 29 J. 
10°/,ige NaCl-Lésung. 





Datum 12. VII. | 13. VIL. 14. VIi. 


Einspritzung .. . ~ | 5cem 
wigs. . .| Degativ | negativ 
f1: 320+ schwach 
(1: 160 + + 
Paratyphus . . negativ 
Leukocytenzahl . . - 5000 4800 
Temperatur. .. . | 36,4° 36,3° 


Typhus 





Besprechung der Versuchsergebnisse. 


Wir haben in unseren Versuchen nachgewiesen, dab den 
in den Bakterien enthaltenen Fetten beziiglich der Auslésung 
immunisatorischer Phanomene, speziell der Agglutination, eine 
nicht minder wichtige Rolle zuzuerkennen ist als den Eiweib- 
stoffen. Wir haben in allen Fallen durch subcutane Injektion 
der Bakterienfette beim Menschen eine ausgesprochene Agglu- 
tination gegen Typhusbacillen hervorgerufen. Auch im Tier- 
experiment rief die subcutane und intravendse Injektion der- 
selben die gleichen Erscheinungen hervor. Von einer Publika- 
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tion der diesbeziiglichen Versuche glaubten wir, da sie alle 
genau dasselbe Resultat wie beim Menschen zeigten, absehen 
zu kénnen. Die Injektionen wurden fast immer, abgesehen von 
ganz minimalen Temperaturerhohungen, reaktionslos ertragen. 
Nur im Fall 5 trat ein Temperaturanstieg bis auf 38,4° ein, 
in diesem Falle zeigte sich auch eine Leukopenie, die in den 
iibrigen Fallen keineswegs ausgesprochen war. Worauf diese 
Reaktion beruhte, kénnen wir nicht mit Sicherheit sagen, wir 
méchten nur darauf hinweisen, da es sich um ein ausgesprochen 
neurogenes Individuum handelte, das auch sonst, obwohl ein 
Organbefund nicht erhoben werden konnte, leichte Temperatur- 
zacken aufwies. 

DaB es unter dem EinfluB der injizierten Fette zu einer 
erheblichen Agglutininbildung kommt, zeigen Fall 2 und 6. In 
beiden wurde eine Austitrierung der Agglutinationswerte vor- 
genommen und so Werte von 1:1600 resp. 1: 800 gegen Typhus 
und 1:1600 resp. 1:400 gegen Paratyphus festgestellt. In der 
Mehrzahl unserer Fille erhielten wir eine Mitagglutination gegen 
Paratyphus B. 

Die Versuche 7 bis 9 geben die Resultate von den In- 
jektionen mit den fettarmen Riickstaénden. Hier sehen wir nur 
eine ganz geringfiigige Agglutination auftreten, die wohl auf 
die in den Riickstinden noch enthaltenen Fette, worauf oben 
schon hingewiesen wurde, zuriickgefiihrt werden diirfte. Auf 
die Versuche 10 und 11 mit den Gesamtextrakten braucht nicht 
naiher hingewiesen zu werden, deren Resultate ergeben sich aus 
dem schon Gesagten von selbst. 

Die Versuche 12 bis 16, die mit den Fetten der Diph- 
therie-Tuberkelbacillen und Staphylokokken ausgefiihrt wurden, 
ergaben nun ebenfalls eine ganz ausgesprochene Agglutination 
der Bakterien der Typhusgruppe. Es zeigt sich also, daB die 
Spezifitat der von uns erzielten Agglutinine nur eine ganz 
relative ist. Daraus tiberhaupt die Spezifitat der Agglutinine 
ablehnen zu wollen, ware unseres Erachtens nicht richtig, da 
im Vergleich zu den Versuchen mit den Typhusfetten zweifels- 
ohne die Agglutinationswerte in diesen Versuchen nicht eine 
solche Hohe erreichten. Das Auftreten von Mitagglutininen 
ist ja eine gelaufige Erscheinung, und in dieser Hinsicht zeigen 
unsere Versuche deshalb nur eine Ubereinstimmung mit langst 





Agglutinine. 397 


Bekanntem. Es handelt sich auch in diesen Versuchen keines- 
wegs um Normalagglutinine, da das Serum der betreffenden 
Individuen vor den Injektionen vollkommen agglutininfrei war, 
es miissen sich also auch diese heterologen Agglutinine erst 
infolge der Immunisierung gebildet haben. 

Was nun die chemische Natur der Agglutinine anbelangt, 
so werden sie wohl der Ansicht Paltaufs entsprechend als 
EiweiBkorper betrachtet! Nach den Untersuchungen von Pick’) 
sollen sie speziell an die Euglobulinfraktion des Serums ge- 
bunden sein. Wir weisen ferner noch auf die Untersuchungen 
von Joos”) hin, der im Typhusagglutinin zwei durch ihre 
Thermoresistenz verschiedene A- und B-Agglutinine unter- 
scheidet. Schon Pick hat darauf hingewiesen, daB es Agglu- 
tinine gibt, die, wenn man die EiweiBgerinnung vermeidet, 
langeres Kochen wohl ertragen. 

Auf die Bedeutung speziell der Lipoide bei immunisatori- 
schen Vorgingen ist seit der Aufhebung der Cobragifthimolyse 
durch Cholesterin durch Ramsom vielfach hingewiesen worden. 
So beim Studium der Neutralisierung des Tetanustoxins durch 
Gehirnsubstanz durch Ignatowsky*), Landsteiner und 
v. Eisler‘). Wir erinnern ferner an die wichtige Rolle der 
Lipoide fiir den Vorgang der Himolyse, wie sie speziell in den 
Arbeiten von Kyes, Sachs, Noguchi, v. Dungern, Land- 
steiner, Ulr. Friedemann, Neuberg und deren Mitarbeitern 
dargelegt wurde. 

Jedoch scheint die Bedeutung der Lipoide, vor allem aber 
ganz allgemein der Fette, fiir die Erscheinung der Agglutina- 
tion, soweit unsere Literaturkenntnis reicht, bislang im Hinter- 
grund gestanden zu haben. Wir glauben nun durch unsere 
Untersuchungen den ausgesprochenen EinfluB dieser Substanzen 
auch auf diesem Gebiete besonders hervorheben zu diirfen. Es 
scheinen uns auch in dieser Hinsicht die Versuche von Matthes 
und Rannenberg’®) nicht entgegenzustehen. Diese Autoren 
glauben, durch die Produkte der Trypsinverdauung von Typhus- 


1) Pick, Beitrage z. chem. Physiol. 1, 1901. 

*) Joos, Zeitschr. f. Hyg. 40, 1902. 

’) Ignatowsky, Centralbl. f. Bakt. 35, 1903. 

*) Landsteiner und v. Eisler, Centralbl. f. Bakt. 39, 1905. 

5) Matthes und Rannenberg, Miinch. med. Wochenschr. 13, 1915. 
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bacillen eine Agglutininbildung ausgelést zu haben. Nun haftet 
aber den Trypsinpraparaten nach unserer Erfahrung ein nicht 
unbedeutendes lipolytisches Vermégen an, so da mit Sicher- 
heit gesagt werden kann, daB in den genannten Versuchen 
auch abgespaltene Fette mitinjiziert wurden. Um welche Fette 
es sich in unseren Versuchen gehandelt hat, kénnen wir nicht 
sagen, da die tiberaus kleinen Mengen, die wir erhielten, zu 
Analysen nicht ausreichten. Es soll dies in spaiteren Versuchen 
nachgeholt werden. Jedoch diirfen nach der Art der Dar- 
stellung vor allem die héheren Fettsiuren zur Diskussion stehen. 
In dieser Hinsicht sei an die Arbeiten von Sakae Tamura’), 
die in den Kosselschen Instituten ausgefiihrt wurden, erinnert, 
durch die in verschiedenen Bakterien Phosphatide und Ester 
einer héheren Fettsiure nachgewiesen wurden. 

Die Wirkung der Fette war beziiglich der zeitlichen Dauer 
des Agglutinationsphanomens verschieden. Oft sahen wir nach 
Kinspritzung einer groéBeren Menge (6 ccm) ein rasches Abfallen 
und Verschwinden der Agglutinine, oft hielt aber die Wirkung 
monatelang an, so konnte im Fall 1 und 6 nach 6 Monaten 
nach der letzten Injektion noch ein Wert von 1:160 fest- 
gestellt werden. Oft wurden erst einige Tage nach der letzten 
Injektion die Héchstwerte erreicht, so daB man annehmen 
muBte, daB durch diese Fettsubstanzen eine ,Sekretion“ der 
Agglutinine angeregt worden war. Waren die Injektionen intra- 
vends ausgefiihrt worden, so hitte man ja an eine reine Ober- 
flichenwirkung im Sinne Traubes denken kénnen. Das scheint 
uns aber bei der subcutanen Einverleibung in unseren Versuchen 
nicht gut médglich. 

Wir betrachten also die Fettsubstanzen der Bakterien 
in unseren Versuchen als Agglutinogene, welche die Agglu- 
tininbildung auslésten. Dieselben sind koktostabil, wenigstens 
bei nicht allzu langem Erhitzen. Auf welche Weise diese Aus- 
lésung vor sich geht, darauf weisen uns vielleicht Versuch 17 
und 18 hin. In diesen wurde eine konzentrierte NaCl-Lésung 
eingespritzt, und es trat darauf eine deutliche Agglutination ein. 
Nun kennen wir ja die Sympathicusreizwirkung des Kochsalzes. 
Es erscheint uns deshalb nicht unmdglich, daB8 durch einen 


1) Sakae Tamura, Zeitschr. f. physiol. Chem. 88 u. 89, 1913/14. 
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solchen spezifischen Sympathicusreiz die Agglutininbildung 
ausgelést wird. Wir verweisen in dieser Hinsicht auch auf die 
Untersuchungen von Dieudonné') und Rostoski?), die mit 
Pilocarpin und Hetol eine Agglutininbildung hervorriefen. Es 
fiel uns auch bei unseren besonders darauf gerichteten Kontroll- 
untersuchungen das hiufige Vorkommen von Normalagglutininen 
gerade bei Individuen mit labilem Sympathicus auf. Und man 
kann sich so vorstellen, daB bei derartigen Neurotikern schon 


ein unter gewodhnlichen Verhiltnissen belangloser Reiz eine 
Agglutininbildung auf Grund der Ubererregbarkeit des Nerven- 
systems, vor allem des Sympathicus, auslést. Wir haben des- 
halb auch in unseren Versuchen so gut wie mdglich solche 
Individuen ausgeschaltet. Ubrigens erreichen so!lche Normal- 


agglutinine nach unseren Erfahrungen nie solche Werte wie in 
unseren Versuchen mit den Fettsubstanzen. 

Dieses hiufige Auftreten von Normalagglutininen und vor 
allem ihre leichte Auslésbarkeit bemerkten wir auch im Tier- 
experiment. Es gelang uns, hier einige Male beim Kaninchen 
*nur durch Fesselung der Tiere auf das Brett, eine schwache 
Agglutininbildung (bis 1:80) hervorzurufen, die bei vorheriger 
Urethangabe nicht auftrat. Es erinnern diese Versuche sehr 
an die Fesselungsglykosurie von J. Bang. 

Auf die Frage, ob ein Wesensunterschied zwischen Normal- 
und Immunagglutininen besteht, méchten wir hier nicht ein- 
gehen. Nach den Daten der Literatur scheint iiberdies von 
der Mehrzahl der Autoren ein solcher nicht angenommen zu 
werden. 

Auf einige experimentelle Versuche méchten wir aber zum 
Schlusse noch kurz zu sprechen kommen. LieBen wir Kanin- 
chen (Bacillentrager nach Uhlenhuth), die Immunagglutinine 
in ihrem Serum enthielten (Widal 1:320-+--+-), verbluten, und 
extrahierten das Serum im Lindschen Apparat mit Petrolither, 
verarbeiteten dann den Atherriickstand genau wie oben und 
injizierten die Emulsion gesunden agglutininfreien Tieren, so 
traten immer genau dieselben Agglutinationswerte bei diesen 
Tieren auf wie bei den immunisierten. Wir dachten zunichst 


1) Dieudonné, Med. Klinik 22, 1906. 
*) Rostoski, Deutsche med. Wochenschr. 1905, S. 691. 
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daran, daB es sich um eine Ubertragung von Agglutinogenen 
gehandelt und dadurch eine Sezernierung von Agglutininen 
eingesetzt habe. Wir stellten deshalb Reagensglasversuche 
an. Hier zeigte sich nun, daB schon durch minimale Mengen 
des Atherriickstandes eine ebenso starke Widalsche Reaktion 
ausgelést werden kann. Die Petrolitherriickstandmenge des 
Immunblutes war schon so gering, daB wir von einer Wagung 
Abstand nahmen, da sie nur Ausschlige in der 4. Dezimale 
gab. Diese kleine Menge wurde nun in 100 ccm physiologischer 
NaCl-Lésung aufgeschwemmt, und davon wurde 0,001 ccm dem 
agglutininfreien Serum zugefiigt; es trat jedesmal eine 1: 320 
starke positive Agglutination auf. Bakterien konnten in dem 
Fettriickstand keine enthalten sein, da dessen Atherlésung 
mehrere Male durch Tonfilter, wie in allen anderen Versuchen, 
gesaugt wurde. 

Es schien uns deshalb die zuerst gehabte Ansicht der Uber- 
tragung von Agglutinogen und dadurch bedingte Auslésung der 
Agglutininbildung in Anbetracht des positiven Reagensglas- 
versuchs nicht haltbar. Wir muBten deshalb annehmen, daB ine 
dem Petrolatherextrakt die Agglutinine selbst enthalten waren, 
daB8 durch die Atherextraktion dem Immunserum die 
Agglutinine entzogen wurden und so auf das agglutinin- 
freie Tier iibertraggn werden konnten. Wird dieser Ge- 
dankengang zugegeben, dann ware aber weiterhin der SchluB 
zwingend, daB auch den Agglutininen die Fettnatur zu- 
erkannt werden miiBte. Man kénnte sich so immunochemisch das 
EiweiB als Transportmolekiil vorstellen, das durch Abspaltung 
seiner ,,Seitenketten“, speziell der Fette, die Immunkorper liefert. 

Man denkt hierbei auch an die intensive Oberflachenakti- 
vitét gerade der Fette. Vielleicht liegt auf diesem Gebiete auch 
die Bedeutung der Lipase, auf deren Rolle bei immunisatori- 
schen Vorgingen meines Wissens zuerst von Neuberg und 
Reicher’) hingewiesen wurde. In dieser Hinsicht scheint uns 
auch die Ubereinstimmung mit unseren friiheren Untersuchungen 
iiber den Ablauf der Blutgerinnung nicht ohne Belang, indem 
hierdurch die nahen Beziehungen zwischen Blutgerinnung und 
immunisatorischen Vorgangen eine experimentelle Stiitze erhalten. 


1) Neuberg und Reicher, diese Zeitschr. 4, 281, 1907. 
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Wir méchten jedoch zur Zeit auf Grund dieser wenigen 
Versuche iiber die Frage der chemischen Natur der Agglutinine 
keine weiteren Beobachtungen anstellen, sie wirden nur zu 
uferlosen Spekulationen fiihren. Wir glaubten auch nur inso- 
weit auf diese schwierigen Vorstellungen eingehen zu\ miissen, 
als sie unsere Versuche erkliaren sollten. Und diese Erklirung, 
die wir ihnen gegeben haben, schien uns die annehmbarste. 
Zur weiteren und priizisen SchluBfolgerung bedarf es noch einer 
langen Versuchsreihe, die, wie wir uns wohl bewubt sind, wahr- 
scheinlich noch manche Anderung unserer eigenen Ansicht 
bringen diirfte. Jedoch erscheint uns die Fortsetzung unserer 
Versuche nicht unwesentlich, da sich auch therapeutische Kon- 
sequenzen aus ihnen ergeben diirften. Wir haben mit solchen 
Versuchen schon begonnen und haben bis jetzt sehr beachtens- 
werte Resultate erhalten. Indes ist unser Material noch zu 
gering, um heute schon bindende Schliisse daraus ziehen zu 
kénnen. 

Fassen wir nun die Ergebnisse dieser Arbeit wie folgt 
kurz zusammen: 

1. Es konnte gezeigt werden, da durch die in den Bak- 
terien enthaltenen Fettstoffe eine Agglutininbildung 
ausgelost wird. Diese Fettstoffe sind demnach die eigent- 
lichen Agglutinogene, da durch die EiweiBstoffe dieser 
Effekt nicht in derselben Weise erzielt werden kann. 

2. Die Auslésung der Agglutininbildung durch die 
Agglutinogene erfolgt durch Vermittlung des sympathi- 
schen Systems. 

3. Es wird auch die Fettnatur der Agglutinine wahr- 
scheinlich gemacht. Die Spezifitét ist nur eine relative. 


Biochemische Zeitschrift Band 77. 96 











Studien zur allgemeinen Vergiftungslehre. 


IV. Uber die Natur der Serumsubstanzen, welche die 
Fermentbildung foérdern. 
Von 


Martin Jacoby. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 


(Hingegangen am 25. August 1916.) 


In der 3. Mitteilung der Studien zur allgemeinen Vergif- 
tungslehre wurde gezeigt, da das Lecithin die Fermentbildung 
der Bakterien verstaérkt. Es wurde darauf hingewiesen, dab 
auch die Reizsubstanzen, welche die Funktionen der Zelle ver- 
starken, zusammen mit den Giften studiert werden miissen. 
So kann denn auch im Rahmen dieser Studien iiber die Fort- 
setzung der Untersuchung der Serumsubstanzen berichtet wer- 
den, welche die bakterielle Harnstoffspaltung verstarken. Bei 
diesen Untersuchungen ergab sich ein Resultat, das die An- 
regung zu der Auffindung einer besonders interessanten Reiz- 
substanz lieferte, iiber die in der 5. Mitteilung berichtet wird. 

Bei der Analyse der Auxowirkungen des Serums auf die 
bakterielle Harnstoffspaltung war vorlaufig festgestellt worden, 
daB mindestens zwei wirksame Fraktionen zu unterscheiden 
sind, eine alkoholunlésliche und eine alkohollésliche. Diese 
zweite alkohollésliche Fraktion wurde zunachst weiter unter- 
sucht. Friiher hatte ich schon angegeben, daB sie zwar nur 
in kleiner Quantitét im Serum sich findet, daB sie aber sehr 
wirksam ist. 

Die weitere Untersuchung ergab nun, daB die Wirkung an 
eine Substanz des Serums gebunden ist, die auBer ihrer 
Léslichkeit in Alkohol noch durch ihre Léslichkeit in 
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Wasser und ihre Unléslichkeit in Ather, Petrolather 
und Aceton ausgezeichnet ist. 

Nach diesen Ergebnissen schien es mir lohnender, vor- 
laufig nicht mit der Analyse der Serumsubstanzen fortzufahren, 
vielmehr zu prifen, ob nicht etwa Traubenzucker eine ent- 
sprechende Reizwirkung entfaltet. Uber diese Versuche, die 
unsere Erwartungen vollkommen bestiatigten, wird in der fol- 
genden Mitteilung berichtet. 


Versuchsbeispiele. 


I. Je 1 g Hammelserum-Trockenpulver und je 1 g Rinder- 
serum-Trockenpulver werden mit je 20 ccm absoluten Alkohols 
iibergossen. Die Gemische werden gut durchgeriihrt und nach 
15 Minuten der Alkohol abfiltriert. Der Alkohol wird durch 
einen Luftstrom ohne Erhitzen verjagt, der so erhaltene Riick- 
stand mit je 10 ccm Wasser in die VersuchsgefaBe gespiilt. Zu 
den Kontrollen wird ebenfalls je 10 com Wasser gefiigt. 

Zum SchluB wird iiberall 0,5 cem einer dreitaégigen Kultur 
zugesetzt. —- Brutschrankaufenthalt 48 Stunden. 

Es wird aus Harnstoff erhalten Ammoniak: 

1. Mit Hammelserum-Extrakt . . . . 67,0 und 67,7 ccm 

2. Mit Rinderserum-Extrakt . . . . 71,3 und 71,5 cem 

38. Kontrollen ........ .- ~ 63,2 und 64,5 com 


II. Je 1g Rinderserum-Trockenpuiver wird mit 30 ccm 
Alkohol iibergossen. Am niachsten Tage wird der Alkohol ab- 
filtriert und im Luftstrom verjagt. Der so gewonnene Riick- 
stand wird mit 10 ccm Ather iibergossen, nach 10 Minuten der 
Ather abgegossen. Der im Ather unldsliche Riickstand wird 
im Luftstrom von den letzten Spuren Ather befreit, dann mit 
je 10 ccm Wasser in die VersuchsgefaiBe gebracht. 

0,5 cem eintagige Kultur. — 24 Stunden Brutschrank. 

Es wird erhalten: 

1. Mit dem in Alkohol loéslichen, in 

Ather unléslichen Extrakt . . . . 78,6 und 83,5 cem 

2. Kontrolien. ........ . . 20,8 und 71,6 com 

III. Versuch wie der vorige. Nur wurde der alkohollés- 
liche und Atherunlésliche Riickstand nicht nur in Wasser 
aufgeschwemmt, sondern in 5 ccm Wasser aufgenommen, Dann 


OR* 


) 
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wurde filtriert und so lange mit Wasser nachgewaschen, bis 
das Filtrat 10 cem betrug. Dann wurde dieser wasserlésliche 


Anteil zum Versuch benutzt. 


Ergebnis: 
1. Alkohol- und wasserlésliche, ather- 

unlésliche Anteile, . . . . . . . 56,6 und 57.0 cem 
9: Kontrolle 2.4. ... . , 40,0 und 40,8 ccem 


Versuche, den Atherldslichen Anteil direkt zu _priifen, 
fiihrten zu keinen Ergebnissen, da dabei die Kultur zu sehr 
geschadigt wurde. Vielleicht gelang es nicht geniigend, den 
Ather zu entfernen. 

IV. Petrolather lést nicht die Serumsubstanz. Die Versuche 
sind so angesetzt, daB je 1g Rinderserum-Pulver mit 20 ccm 
Petrolather tibergossen wurden, der Petrolither nach 10 Mi- 
nuten abfiltriert und im Luftstrom verjagt wurde. Fiir die 
Kontrollen wurden gleichfalls 20 ccm Petrolather im Luftstrom 
verdunstet. Der Petrolither-Riickstand aus dem Serum wurde 
dann mit je 10 ccm Wasser aufgenommen und ebenso die 
Schalen, in denen fiir die Kontrollen der Petrolather verdunstet 
war, mit je 10 ccm Wasser ausgewaschen. 

Es werden erhalten: 


Petrolither-Serumextrakt . . . . . . 53,5 und 54,5 
eee es Sea Se See eee ed 
V. Aceton lést nicht die Serumsubstanz. 

Aceton-Serumextrakt ..... . . 49,0 und 49,7 


ee ae ook OO Sa 
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V. Uber die Reizwirkung des Traubenzuckers auf die 
Fermentbildung. 


Von 
Martin Jacoby. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 25. August 1916.) 


In der IV. Mitteilung der Studien zur allgemeinen Ver- 
giftungslehre wurde mitgeteilt, daB sich im tierischen Serum 
eine wasser- und alkohollésliche, ather-, petrolither- und aceton- 
unlésliche Substanz findet, welche die Harnstoffspaltung durch 
Bakterien verstarkt. Diese Feststellung legte es nahe, zu priifen, 
ob Traubenzucker diese Wirkung entfaltet. In der Tat zeigten 
die in der Richtung angestellten Versuche, daB das in einem 
weit héheren Grade der Fall ist, als es irgendwie zu erwarten 
war. Schon sehr kleine Traubenzuckermengen bewirkten eine 
auBerordentliche Steigerung der Harnstoffspaltung. 

Diese Steigerung der bakteriellen Harnstoffspaltung durch 
Traubenzucker erdffnet tiefe Einblicke in das Getriebe der 
Wirkungsfaktoren des Zellebens. Immer fruchtbarer erweist 
sich unser Schema. Es kann kein Zweifel dariiber bestehen, 
da8 wir in dem Traubenzucker eine Substanz aufgefunden haben, 
die fiir die Fermentbildung bedeutsam ist. Eine entsprechende 
Einwirkung auf die Fermentwirkung besteht nicht, wie aus 
den Versuchen mit der Soja-Urease zu ersehen ist. Also 
wiederum ein Beweis, wie wichtig es ist, beide Funktionen 
getrennt zu untersuchen. 
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Zahlreiche neue Fragen tauchen auf und sind experi- 
menteller Beantwortung zuginglich. Man wird priifen miissen, 
ob die Bakterien besonders stark zur Fermentbildung geeignet 
werden, wenn sie kiirzere oder langere Zeit auf einem trauben- 
zuckerhaltigen Nahrboden geziichtet worden sind. Besonders 
interessant wird es aber sein, in unserer einfachen Versuchs- 
anordnung die Beziehung der Konstitution der verschiedenen 
Zucker zu ihrer Fahigkeit der Fermentbildung zu studieren. 
Vielleicht besteht hier eine Méglichkeit, einen Schritt naher 
an das Problem der Konstitution der Fermente zu kommen. 

Aber auch altbekannte Tatsachen werden neu beleuchtet. 
Man versteht, dafB die Kohlehydrate so auBerordentlich leicht 
fiir das Wachstum der Zellen verwertbar sind. Sie helfen eben 
durch ihren Einflu8 auf die Fermentbildung bei der Vorbereitung 
des Materials fiir den Aufbau des EiweiB. Man begreift, daB 
die Kohlehydrate fiir den Fettstoffwechsel und die Saiurebildung 
richtunggebend sind. 

Auch eine Beobachtung aus der Pathologie wird der Ana- 
lyse erschlossen. Schon in der Arbeit iiber die Auxowirkung 
des Serums auf die bakterielle Harnstoffspaltung hatte ich 
darauf hingewiesen, daB diese Serumfunktion es verstandlich 
macht, warum Bakterien im Tierkérper virulenter werden. 
Nunmehr kann auf die alte Beobachtung hingewiesen werden, 
daB der Diabetiker besonders durch Infektionen gefihrdet ist. 
Das ist nun mindestens zum Teil darauf zuriickzufiihren, dab 
unter dem EinfluB des Zuckergehaltes des Blutes und der 
Gewebe die Fermentbildung der Bakterien stark gesteigert 
werden kann. Da diese rege Spaltungstatigkeit der Mikro- 
organismen auf Kosten des Wirtsorganismus vor sich geht, so 
muB8 sie dem infizierten Individuum schadlich sein. 


Versuchsbeispiele. 


Da ich die Versuche iiber den Einflu8 des Traubenzuckers 
auf die bakterielle Harnstoffspaltung nach dem gleichen Schema 
angestellt habe, gebe ich die Resultate in einer Tabelle wieder. 
Benutzt wurde chemisch reiner Traubenzucker (bestes Praparat 
von Kahlbaum). Harnstoff -wie immer, 20 ccm (2°/,), stets 
0,5 cem Kultur. 
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Traubenzucker | Mit Traubenzucker Ohne Traubenzucker 











100 mg 115,8 65,0 
116,5 65,5 
10 mg 106.9 60.4 
108.5 61.5 
1 mg 82,6 54.8 
82,7 60,9 
0,2 mg 68,5 
70.0 | 56.8 
0,1 mg 62,0 | 58,3 
63,7 | 





Versuche mit Urease (10 com = 0,03 g). 





Traubenzucker | mie Traubenzucker Ohne Traubenzucker 














100 mg 48,0 
49,5 39,7 
10 mg 51,9 41,7 
53,6 
100 mg 59,1 | 
59,7 
66,6 
10 mg 65.6 | 
67,0 } 
100 mg 63,7 u 
67,5 70,2 
| 72,0 
10 mg 65,2 








Die quantitative Bestimmung des Cholins 
auf biologischem Wege. 


Von 
Hermann Fihner. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat K6énigsberg.) 


(Hingegangen am 29. August 1916.) 
Mit 3 Figuren im Text. 


Bei der hohen physiologischen und pathologischen Be- 
deutung des Cholins’) als Spaltungsprodukt der in allen K6rper- 
organen vorkommenden labilen*) Phosphatide (Lecithine) ist ein 
praktisches Bediirfnis nach einer méglichst einfachen und sicheren 
Methode zu seiner Bestimmung vorhanden. Die bisher aus- 
schlieBlich gebrauchten chemischen Methoden, wie sie noch 
neuerdings Ellinger*) verwandte, um die Verteilung des Cholins 
im Tierkorper zu verfolgen, sind umstiandlich und fiir den Nach- 
weis kleinster Cholinmengen nicht geeignet. Es ist darum zu 
begriiBen, daB vor kurzem von Guggenheim und Léffler‘) 
eine biologische Methode bekannt gegeben wurde, die es er- 
moglicht, noch sehr geringe Mengen Cholin in den Korper- 


1) Die Literatur hieriiber ist z. T. in A. Biedl, Innere Sekretion, 
2. Aufl., Berlin, Wien 1913, 2, S. 43 und folgende, zusammengestellt. 

*) Zur Labilitét der Lecithine vgl. W. Heubner, Beobachtungen 
iiber die Zersetzlichkeit des Lecithins. Arch. f.experim. Pathol. u. Pharmakol. 
59, 420, 1908. 

8) Ph. Ellinger, Uber die Verteilung injizierten Cholins im Tier- 
kérper. Miinch. med. Wochenschr. 1914, 2336. 

*) M. Guggenheim und W. Léffler, Uber das Vorkommen und 
Schicksal des Cholins im Tierkérper. Eine Methode zum Nachweis kleiner 
Cholinmengen. Diese Zeitschr. 74, 208, 1916. — Ferner: Dieselben, 
Biologischer Nachweis proteinogener Amine in Organextrakten und Korper- 
fliissigkeiten. Diese Zeitschr. 72, 318, 1916. 
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fliissigkeiten nachzuweisen, ohne da es erst n6tig wire, sie 
aus denselben rein darzustellen, ein Vorzug, den alle biologischen 
Methoden gegeniiber den chemischen besitzen. 

Das Verfahren der genannten Verfasser besteht darin, daB 
das am lebenden Objekt an sich wenig wirksame Cholin in das 
sehr viel wirksamere Acetylcholin itibergefiihrt wird und daB die 
Lésungen von diesem an Stiicken isolierten Meerschweinchen- 
darms auf ihre Wirksamkeit gepriift werden. Diese Methode 
ist der Verbesserung fahig: Wahrend ihr erster Teil, die Uber- 
fiihrung des Cholins in Acetylcholin, beizubehalten ist, wird zur 
quantitativen Bestimmung des Acetylcholins viel zweckmaBiger 
das isolierte Froschherz’) als der Warmbliiterdarm gebraucht 
Letzterer kann wohl, wie Neukirch®) zeigte, Verwendung finden 
um das am Froschherzen haufig nur schwach wirkende Pilo- 
carpin zu bestimmen. Er mag auch fiir manches andere der 
von Guggenheim und Lé6ffler untersuchten ,,proteinogenen 
Amine“ empfehlenswert sein. Fiir das Acetylcholin ist das 
isolierte Froschherz vorzuziehen. Nicht nur, weil die durch- 
schnittliche Empfindlichkeit des isolierten Froschherzens gegen 
Acetylcholin eine gréBere ist als die des Warmbliiterdarms, 
sondern vor allem, weil man an demselben Herzen eine gréBere 
Anzahl von Vergiftungen nacheinander vornehmen kann, was 
am isolierten Darmstiick, namentlich des Meerschweinchens, 
lange nicht in dem MaBe der Fall ist; weil ferner Bestimmungen 
am isolierten Froschherzen schon mit 1 ccm Fliissigkeit gemacht 
werden kénnen und weil endlich der Frosch ein billigeres Ver- 
suchstier darstellt als das Meerschweinchen. 

Besonders wichtig ist, wie gesagt, daB an ein und dem- 
selben Froschherzen eine gréBere Anzahl von Vergiftungen aus- 
gefiihrt werden kann, so daB es méglich ist, den Gehalt einer 
unbekannten Lésung mit dem einer bekannten vergleichend zu 
bestimmen, und eine solche vergleichende Bestimmung ist fiir 
das Acetylcholin ebenso erforderlich wie fiir das Muscarin. 


1) Nachtriglich fand ich, daB schon Reid Hunt das isolierte Frosch- 
herz zum Nachweis des Cholins in Form des Acetylcholins verwandte. 
Vgl. Journ. of Pharmacol. and exper. Ther. 7, 301, 1915. 

*) P. Nevkirch, Physiologische Wertbestimmung am Diinndarm 
(nebst Beitrigen zur Wirkungsweise des Pilocarpins). Arch. f. d. ges 
Physiol. 147, 153, 1912. 
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Wenn auch die Anspruchsfahigkeit isolierter Organe gegeniiber 
dem Acetylcholin und Muscarin, wie ich vor kurzem zeigte’), 
nicht in dem weiten Umfange wechselt, wie gegeniiber dem 
Hypophysin, so ist sie doch immerhin recht betrichtlichen 
Schwankungen unterworfen, am isolierten Darmstiick sowohl 
wie am isolierten Froschherzen. Diese Tatsache macht es zur 
Notwendigkeit, das zur quantitativen Bestimmung dienende 
biologische Objekt erst zu eichen, bevor man aus dem Wirkungs- 
grad einer unbekannten Lésung Schliisse iiber ihre Konzentration 
ziehen kann. 


Methodik und Versuche. 


Zur quantitativen Bestimmung des Acetylcholins finden 
wie zu der des Muscarins*), am besten mittelgroBe Wasser- 
frésche (Rana esculent») Verwendung, deren Herz in bekannter 
Weise*) isoliert wird. Je nach der Weite der Herzkaniile 
arbeitet das isolierte Organ normal mit einer Fiillung der 
Kaniile von */, bis 1ccm Ringerlésung. Durch mehrmalige Ver- 
giftung des Herzens mit einer Lésung von salzsaurem Acetyl- 
cholin bekannten Gehaltes wird erst die Empfindlichkeit des 
betreffenden Herzens festgestellt, indem man zweckmabig mit 
Lésungen von Acetylcholin beginnt, welche mit Ringerlésung bis 
zur Konzentration 1:50 oder 1:100 Millionen verdiinnt sind. 
Bekommt man hierbei sofort oder nach einiger Zeit diastolischen 
Stillstand des Herzens, so wischt man mit Ringerlésung griind- 
lich aus (20 bis 30 Minuten) und vergiftet zum zweiten Male 
mit schwacherer Lésung. Beobachtete man nur Abschwachung 
der Herzpulse, so vergiftet man — nach dem Auswaschen — 
zum zweiten Male mit derselben oder einer starkeren Acety]- 
cholinlésung. Die zweite und dritte Vergiftung mit derselben 
Konzentration sind stets wirksamer, als die vorhergehenden. Erst 
etwa von der fiinften oder sechsten Vergiftung an stellt sich 


1) H. Fihner, Pharmakologische Untersuchungen iiber die Wirkung 
des Hypophysins. Diese Zeitschr. 76, 241, 1916. 

®) H. Fiihner, Uber das Verhalten des synthetischen Muscarins im 
Tierkérper, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 61, 283, 1909. — 
H. Fiihner, Nachweis und Bestimmung von Giften auf biologischem 
Wege. Berlin und Wien, 1911, 137. 

*) Vgl. H. Fiihner, Nachweis... S. 123. — E. Abderhalden, 
Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. 5, 92, 1911, 
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Konstanz der Wirkung ein und bleibt nahezu gleichmaBig be- 
stehen, solange das Herz fiir den Versuch brauchbar ist. Wie 
mit Muscarin lassen sich an widerstandsfaihigen Herzen auch 
mit Acetylcholin 20 und mehr Vergiftungen im Verlaufe eines 
Tages ausfiihren’). 

Fig. 1 zeigt einige Kurven, die einem derartigen Versuche 





Fig. 1. Isoliertes Froschherz. 5: Acetylcholin 1: 500 Millionen 
6, 7, 8, 16, 21: Acetylcholin 1: 1000 Millionen. Zeit — 6 Sekunden 





1) Im iibrigen ist, um gleichmaBige Wirkung am isolierten Frosch- 
herzen zu erzielen, genau in der Weise zu verfahren, wie dies friiher beim 
Muscarin angegeben wurde. 
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entnommen sind: Im ersten Teil der Figur ist die fiinfte und 
sechste, im zweiten die siebente und achte, im dritten die 16. 
und im vierten die 21. Vergiftung wiedergegeben. Die fiinfte 
Vergiftung wurde mit einer Konzentration des Giftes von 
1: 500 Millionen ausgefiihrt und ergab nahezu sofortigen Herz- 
stillstand. Die vier vorhergehenden Vergiftungen wurden mit 
Verdiinnungen 1:100 bis 1:400 Millionen vorgenommen. In 
jedem Falle trat nach wenigen Pulsen oder sofort Herzstillstand 
ein. Einige Zeit spiter wurde bei arretiertem Kymographion 
solange mit Ringerlésung ausgewaschen, bis die Herztitigkeit, 
namentlich auch die des Vorhofs, wieder eine durchaus normale 
geworden war. Bei der sechsten Vergiftung gelangte in dem 
Versuche zum ersten Male die Konzentration 1:1000 Millionen 
zur Verwendung, die dann bis zum SchluB beibehalten wurde. 
Diese Verdiinnung bewirkte keinen sofortigen Herzstillstand 
mehr, sondern derselbe kam immer erst nach einer Anzahl ab- 
geschwachter Pulse zustande. Die Kurven zeigen die groBe 
Konstanz dieser Wirkung bis zum Ende des Versuches, ein Um- 
stand, der es ermdéglicht, den Gehalt einer unbekannten Lésung 
von Acetylcholin durch Vergleichung mit einer solchen be- 
kannten Gehaltes mit groBer Genauigkeit festzustellen. 

Die Verdiinnung von Acetylcholin 1:1 Milliarde war die 
auBerste, welche bei meinen Versuchen an empfindlichen Frosch- 
herzen Stillstand hervorrief'). Meist sind dazu stirkere Lésungen 
notig und zwar im Durchschnitt Konzentrationen 1: 50 bis 
1:100 Millionen. An sehr wenig empfindlichen Herzen hat 
manchmal erst die Konzentration 1:1 Million diese Wirkung. 
Entsprechende Schwankungen der Empfindlichkeit habe ich 
friiher an Froschherzen gegeniiber dem Cholinmuscarin be- 
obachtet und beschrieben. Irgendwelche Abhangigkeit der Emp- 
findlichkeit des isolierten Herzens von der Provenienz der 
Frésche, der Jahreszeit des Versuches oder dem Ernahrungs- 
zustande der Tiere konnte ich bisher nicht feststellen. 

Nach vergleichenden Versuchen am isolierten Herzen des 
Wasserfrosches ist das salzsaure Cholinmuscarin (synthetisches 
Muscarin Schmiedeberg, Nitrosocholin Dale) bedeutend 


1) Nachtrag vom 22. IX. 1916. Seither wurde Herzstillstand durch 
die Verdiinnung 1:2 Milliarden beobachtet. 
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schwacher wirksam als das salzsaure Acetylcholin. Das Ver- 
haltnis der Wirkungsstérken, am selben Herzen gepriift, ist 
nicht konstant. Aus dem in Fig. 2 graphisch registrierten Ver- 





Fig. 2. Isoliertes Froschherz. Oben M: Muscarin 1:500 Tausend. 
A: Acetylcholin 1:10 Millionen. Unten M: Muscarin 1:1 Million. 
A: Acetylcholin 1:20 Millionen. Zeit — Sekunden. 


suche ergibt sich eine nur 20 mal geringere Wirksamkeit des 
Muscarins. Hiaufig ist der Wirkungsunterschied beider Gifte aber 
betrachtlich gréBer. Noch sehr viel weniger wirksam als das 
Cholinmuscarin ist das Cholin selbst. Wie Fig. 3 zeigt, ist 
eine Lésung von salzsaurem Cholin der Konzentration 1 ; 1000 
schwacher wirksam als eine solche von salzsaurem Acetylcholin 
1:20 Millionen. Durch die Esterifizierung des Cholins wird 
seine Wirksamkeit fiir das isolierte Froschherz etwa 100 000 fach 
gesteigert. 
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Fig. 3. Isoliertes Froschherz. Oben A: Acetylcholin 
1:20 Millionen. Unten C: Cholin 1: 1000. 
Zeit = 6 Sekunden. 


Zusammenfassung. 


1. Zur quantitativen Bestimmung des Cholins in Form des 
Acetylcholins auf biologischem Wege eignet sich besser als der 
von anderer Seite hierzu vorgeschlagene Meerschweinchendarm | 
das isolierte Herz des Wasserfrosches. 

2. Am isolierten Froschherzen kénnen im Verlaufe eines 
Tages etwa 20 Vergiftungen mit Acetylcholin vorgenommen 
werden, eine Anzahl, welche es erméglicht, den Gehalt einer 
unbekannten Lésung vergleichend mit dem einer bekannten 
zu bestimmen. j 

3. Das Acetylcholin ist am isolierten Froschherzen etwa 
100000 mal wirksamer als das Cholin. 
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